































































































































































































































































































































k      kilo‐ 
c      centi‐ 
m      milli‐ 
μ      mirco‐ 
n       nano‐ 
°C      degree Celsius 
%      per cent 
      delta; difference 
μ      (arithmetic) mean 
      standard deviation (SD) 
2xYT      2x tryptone broth; culture medium for bacteria  
A      absorption 
aa      amino acid 
AP2      protein complex, adaptor in clathrin‐mediated endocytosis 
API‐ESI    atmospheric pressure interface‐electrospray ionisation 
ACN      acetonitrile 
ADLOC    aptamer‐displacement assay based on luminescent oxygen channelling 
AHT      anhydrotetracycline 
amp      ampicillin 
APPL      adaptor protein containing PH domain, PTB domain and Leucine  
zipper motif 
APS      ammonium persulfate 
Arf      ADP ribosylation factor 
Cytohesin‐2    ArfGEF, also known as ARF nucleotide‐binding site opener (ARNO) 
Sec7      Sec7 domain, GEF domain of ArfGEFs 
ATP      adenosine‐5’‐triphosphate 
BamHI      restriction site of BamHI enzyme 
bp      base pair 
BFA      BrefeldinA 
Bla      ‐lactamase gene, ampicillin resistance gene 
‐ME      ‐mercaptoethanol 
BSA      bovine serum albumin 
CC      coiled coil; protein domain for protein‐protein interaction 
C. elegans    Caenorhabditis elegans, nematode used as model organism 
CIAP      calf intestine alkaline phosphatase 
CO2      carbon dioxide 
cpd      compound 
Cys      cysteine 
Da      Dalton 
DACM      N‐(7‐dimethylamino‐4‐methylcoumarin‐3‐yl))maleimide 
DCAI      4,6‐dichloro‐2‐methyl‐3‐aminoethyl‐indole; Ras inhibitor 
DH      DBL homology domain; GEF domain of RhoGEFs 
DMEM     Dulbeccoʹs Modified Eagleʹs Medium, cell culture medium for  
mammalian cells 
DMSO      dimethyl sulfoxide   
DNA      deoxyribonucleic acid 
dNTP      deoxyribonucleoside triphosphate 
DTT      dithiothreitol 
ECL      enhanced chemiluminescence 




EDC      1‐ethyl‐3‐(3‐dimethylaminopropyl) carbodiimide 
EDTA      ethylenediaminetetraacetic acid 
EEA1      early endosomal antigen 1 
EET      early endosome targeting domain; protein domain of Rabex‐5 
e.g.      exempli gratia (for example) 
EGF      epidermal growth factor 
EGFR      EGF‐receptor 
EGTA      ethylene glycol tetraacetic acid 
ER      endoplasmatic reticulum 
ESI      electro spray ionisation 
FA      formic acid 
FBLD      fragment based lead discovery 
f.c.      final concentration 
FCS      fetal calf serum 
FITC      fluorescein isothiocyanate 
FL      full length 
FPLC      fast protein liquid chromatography 
g      gram 
g      gravitational acceleration, 9.8 m/s² 
GAP      GTPase activating protein 
GDP      guanosine‐5’‐diphosphate 
GEF      guanine nucleotide exchange factor 
GST      gluthathione‐S‐transferase 
GTP      guanosine‐5’‐triphosphate 
GppNHp    guanosine‐5′‐((βγ)‐imino)‐triphosphate; non‐hydrolysable GTP 
GTPS      guanosine 5ʹ‐(‐thio)‐triphosphate; non‐hydrolysable GTP 
GTP35S  GTPS radioactively labelled with 35S 
h      human 
HA      human influenza hemagglutinin, aa98‐106, used as tag 
HB      helical bundle, protein domain of Rabex‐5 
HCCA      α‐cyano‐4‐hydroxycinnamic acid 
HCl      hydrochloric acid 
HeLa cells    cervical cancer cell line (derived from patient Henrietta Lacks) 
Hek cells    Human embryonic kidney 293 cells 
Hepes      2‐(4‐(2‐hydroxyethyl)‐piperazin‐1‐yl)‐ethanesulfonic acid 
His      histidine 
HPLC      high‐performance liquid chromatography 
HRP      horseradish peroxidase 
hr(s)      hour(s) 
HTS      high‐throughput‐screening 
hyg      hygromycin 
IC50      half maximal inhibitory concentration 
i.e.      id est (that is) 
IPTG      isopropyl β‐D‐1‐thiogalactopyranoside 
ITC      isothermal titration calorimetry 
JIP4      JNK (=c‐Jun N‐terminal kinase)‐interacting protein 4 
kana      kanamycin 
kcat      catalytic constant 
Kd      dissociation constant 
kintr      intrinsic catalytic constant 
Km      Michaelis constant 
kobs      observed rate constant 




lac      lac operon; operon for transport and metabolism of lactose 
LB      growth medium for the cultivation bacteria 
logP      measure of lipophilicity: log(solute in water/solute in octanol) 
M      molar 
m      meter 
mA      milli‐Ampere 
MALDI‐TOF  Matrix‐assisted laser desorption/ionization – time of flight 
mantGDP    N‐methylanthraniloyl‐GDP 
MBM      membrane binding motif, protein structure of Rabex‐5 
MgCl2      magnesium chloride 
min      minute 
MIU       motif interacting with ubiquitin, protein domain of Rabex‐5 
mRNA      messengerRNA 
MS      mass spectrometry 
MST      microscale thermophoresis 
MW      molecular weight 
m/z      mass to charge ratio 
NH4HCO3    ammonium bicarbonate 
NaCl      sodium chloride 
NaOH      sodium hydroxide 
neo      neomycin 
NGF      nerve growth factor 
NHS      N‐hydroxysuccinimide 
Ni      nickel 
NMR      nuclear magnetic resonance 
nt      nucleotide 
NTA      nitrilotriacetic acid 
NTP      nucleoside triphosphate 
OH      hydroxyl group 
o/n      over night 
PAA      polyacrylamide 
PAGE      polyacrylamide gel electrophoresis 
PBS      phosphate buffered saline 
PCR      polymerase chain reaction 
pH      negative decade logarithm of the hydrogen ion activity 
PH      pleckstrin homology domain 
pI      isoelectric point 
PI      phosphoinositides 
PI3K      PI3 kinase 
pKa      acid dissociation constant at logarithmic scale 
psi      pound‐force per square inch, a unit of pressure (6895 Pa) 
PSL      photostimulated luminescence 
R5BD      Rab5 binding domain of Rabaptin‐5 
Rabankyrin‐5    Rab5 binding and ankyrin repeats containing protein 




Rac      Ras‐related C3 botulinum toxin substrate, Rho GTPase 
Ras      Rat sarcoma, GTPase 
RBD      Ras binding domain 
RME‐6      Receptor‐mediated endocytosis protein 6 




Rho      Ras‐like GTPase       
RTK      Receptor tyrosine kinase 
RNA      ribonucleic acid 
RNAi      RNA interference 
RPMI  RPMI‐1640, cell culture medium for mammalian cells; developed at the 
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 
rpm      revolutions per minute 
RT      room temperature 
RUZ      Rabex‐5 ubiquitin binding zinc finger, protein domain of Rabex‐5  
s      second 
SalI      restriction site of SalI enzyme 
SAR      structure activity relationship 
SD      standard deviation 
SDS      sodium dodecyl sulphate 
SEC      size exclusion chromatography 
Secin      Sec7‐inhibitor; small molecule inhibitors targeting Cytohesin GEFs    
SEM      standard error of the mean 
SH      thiol group 
siRNA      small interfering RNA 
SNARE     Soluble N‐ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor 
SOC      SOB (super optimal broth) medium supplemented with 20 mM Glucose 
SPR      surface plasmon resonance 
Strep      Steptavidin 
t      time 
T7 promotor    promotor for T7 polymerase (derived from phage T7)     
TBE      Tris borate EDTA buffer 
TCA      trichloroacetic acid 
TE      Tris EDTA buffer 
TEMED    N,N,N’,N’‐tetramethyl‐ethane‐1,2‐diamine 
tet      tetracycline 
TFA      trifluoroacetic acid 
Tiam‐1      T‐cell lymphoma invasion and metastasis‐1 protein 
Tris      Tris‐(hydroxymethyl)‐aminomethan 
tRNA      transfer RNA 
Trp      tryptophan 
u      unit 
U87 cells    human glioblastoma cell line, also known as U87‐MG 
UIM      Ubiquitin‐interacting motif, protein domain of Rabex‐5 
UV      ultraviolet 
V      volt 
Vav‐1      Proto‐oncogene vav, RhoGEF 
vs.      versus 
v/v      volume percent (volume per volume) 
w.c.      working concentration 
wrt      with respect to 
wt      wildtype 
w/      with 
w/o      without 
w/v      weight per volume 
w/w      weight per weight 

















































































































































































































Die  Aktivität  von  Rab5  wird  durch  vielzählige  GTP‐Austauschfaktoren,  die  den 




von  Rab5  aufzuklären.  Jedoch  sind  bislang  keine  Substanzen  bekannt,  die  Rab‐GTP‐
Austauschfaktoren  spezifisch  hemmen.  Daher  ist  unklar,  ob  diese  Proteinklasse 
überhaupt mit niedermolekularen Inhibitoren moduliert werden kann.  
Diese Arbeit  stellt  die  Identifizierung  und  Charakterisierung  des  ersten  Inhibitors  für 
Rabex‐5 vor. Eine Bibliothek mit 13000 Substanzen wurde in einem Screening getestet. In 
dem Screening wurde der Rabex‐5 katalysierten Nukleotid Austausch an Rab5  in einem 
fluoreszenzbasierten  Assay  detektiert.  Dabei  wurde  die  Substanz  JH5  sowie  weitere 
Primärhits  identifiziert.  Die  Aktivität  der  vielversprechendsten  Hits  wurde  in  einem 
unabhängigen  radioaktiven  Nukleotid‐Austausch‐Assay  verifiziert.  In  der 
anschließenden  in vitro Charakterisierung von JH5 konnte gezeigt werden, dass JH5 mit 
einer Kd von 2.6 μM an Rabex‐5 bindet und dadurch die Aktivierung von Rab5 inhibiert. 
Im  Vergleich  zu  den  bekannten  niedermolekularen  Inhibitoren  anderer  GTP‐
Austauschfaktoren, welche Affinitäten  im mittelern mikromolaren  Bereich  besitzen,  ist 
JH5  einer  der  affinsten  Inhibitoren.  Obwohl  die  katalytischen  Domänen  der 
verschiedenen  GTP‐Austauschfaktoren  strukturelle  Ähnlichkeiten  aufweisen,  ist  es 
gelungen,  einen  Inhibitor  zu  identifizieren,  der  den  Rabex‐5  vermittelten  Nukleotid‐
Austausch  selektiv  unterbindet.  Der  Rho‐GTP‐Austauschfaktor  Vav‐1,  der  Rab‐GTP‐
Austauschfaktor DrrA und der Arf‐GTP‐Austauschfaktor Cytohesin‐2 werden nicht von 
JH5  inhibiert.  Unter  diesen  Proteinen  stellen  Cytohesin‐2  und  DrrA  die  stringenteren 
Kontrollen dar, da ihr katalytischer Mechanismus dem von Rabex‐5 ähnelt. 
Untersuchungen  der  Struktur‐Aktivitäts‐Beziehungen  von  JH5  legten  nahe,  dass  die 
Thiol‐Gruppe  an  Position 3  des  zentralen  1,2,4‐Triazol‐Zentrums  von  entscheidender 
Bedeutung ist. Da die Zugabe des Reduktionsmittels Dithiothreitol JH5 inaktiviert, wurde 
ein  kovalenter  Wirkmechanismus  vermutet.  Massen‐Spektrometrie‐Analysen  und 
Rabex‐5 Cystein‐zu‐Serin‐Mutanten deuteten auf eine Interaktion von JH5 mit einem der 
C‐terminal  positionierten Cystein‐Reste  in  der  katalytischen Domäne  von Rabex‐5  hin. 
Obwohl  die  zelluläre  Anwendbarkeit  von  JH5  noch  nicht  bewiesen  ist,  zeigt  die 
Entdeckung dieses Moleküls, dass Rab‐GTP‐Austauschfaktoren geeignete Zielstrukturen 
für die Entwicklung von kleinen organischen Molekülen  als  Inhibitoren  sind. Die hohe 
Affinität  von  JH5  bei  exzellenter  Spezifität  gegenüber  anderen GTP‐Austauschfaktoren 
machen  JH5  zu  einem  vielversprechenden Werkzeug  für  die Analyse der  biologischen 











Rab5  is  controlled  by  numerous  guanine  nucleotide  exchange  factors  (GEFs),  which 
catalyse  the exchange of GDP  for GTP. However,  the precise  role of  specific GEFs, e.g. 
Rabex‐5, for the regulation of certain Rab5 functions remains to be solved. Small molecule 
inhibitors that target Rab5GEFs could be used to unravel the complex regulation of Rab5. 
For  none  of  the RabGEFs  a  specific  small molecule  inhibitor  is  available, despite  their 




the  Rabex‐5‐catalysed  nucleotide  exchange  on  Rab5  in  a  fluorescence‐based  assay. 




a Kd  of  2.6 μM. This  affinity  is  among  the  strongest  compared  to  the  already  reported 
ArfGEF  and RhoGEF  inhibitors with  activities  in  the mid‐micromolar  range. Although 
various  GEF  domains  show  structural  similarities,  it was  possible  to  identify  a  small 
molecule  that  can  selectively  inhibit  the  Rabex‐5  nucleotide  exchange.  The  nucleotide 
exchange of the RhoGEF Vav‐1, the RabGEF DrrA and the Arf1GEF Cytohesin‐2 was not 
disturbed  by  JH5.  Among  these,  Cytohesin‐2  and  DrrA  represent  the  most  stringent 
controls because they act by a catalytic mechanism which is similar to that of Rabex‐5. 
Investigation of  the structure activity relationship of  JH5 revealed  the  importance of  the 
thiol group at position 3 of  the central 1,2,4‐triazole core. Since addition of  the reducing 
agent  dithiothreitol  abolished  the  activity  of  JH5,  a  covalent  binding mechanism was 
suspected. Mass  spectrometry analysis and Rabex‐5  cysteine‐to‐serine‐mutants  revealed 
that  JH5 might  indeed  interact with  one  of  the C‐terminal  positioned  cysteines  of  the 
Rabex‐5  GEF  domain.  Although  the  proof  for  the  intracellular  applicability  of  JH5  is 
pending, its identification and characterization supports the hypothesis that RabGEFs are 
suitable  targets  for  the  development  of  specific  small molecule  inhibitors. Due  to  the 
combination of high affinity with excellent specificity over other GEFs, JH5 is a promising 


















All  the  diverse  living  organisms  on  our  planet  share  a  common  building  block:  they 
consist  of  cells.  There  are  unicellular  organisms  like  archaea  or  most  bacteria  and 
multicellular organisms  like plants and animals. These organisms have  in common  that 




Eukaryotic  cells are  further  compartmentalized  into membrane‐enclosed organelles  that 
differ  in  morphology,  content,  and  function.  Between  these  compartments  extensive 
transport processes  are  taking place which have  to  be  conducted  specifically  and with 
high  fidelity.  The  transport  is  achieved  by  the  use  of  spherical  or  tubular membrane 
enclosed  transport  containers  called  vesicles.  Besides  the  transport  of  vesicle  content 
(cargo),  parts  of  the  membrane  that  build  the  vesicle  are  removed  from  the  donor 




sense  extracellular  signals,  e.g.  the  presence  of  growth  factors,  and  adapt  accordingly. 
Upon  receptor  activation  by  ligand  binding,  the  intracellular  signal  transduction 
machinery  triggers  changes  in gene  regulation, protein  expression or protein activation 
states. The receptors are often internalized in vesicles after activation, either to terminate 
the signalling or  to change  the quality of  the signal.[1,  2] Several signalling pathways and 
complex  networks  contribute  to  the precise  regulation  of  basic  cellular  functions  at  all 
times which is important since defective regulation may lead to pathological conditions.  
In  this context small GTPases of  the Ras superfamily are noteworthy:  these proteins can 
regulate  signalling  pathways  and  integrate  the  signals  of  the  receptors.  Furthermore, 
small GTPases are controlling vesicular transport and define intracellular compartments. 
Since  defective  regulation  of  small GTPases  leads  to  pathological  conditions,  they  are 
attractive  targets  for  the  development  of  small molecule modulators,  i.e.  inhibitors  or 
activators. These modulators could not only be used as  therapeutics but also as  tools  to 
elucidate the complex protein networks in which GTPases are involved in. 
This  work  aims  for  the  identification  of  an  inhibitor  for  the  Rabex‐5  mediated  Rab5 
activation. Thus, after a brief  introduction of GTPases and GEFs  in general (Section 1.1.1 
and  1.1.2),  Section 1.2  focusses  on Rab GTPases  ‐  the  family Rab5  belongs  to. Detailed 







Proteins  of  the  Ras  superfamily  of  small  GTPases  are  often  referred  to  as  molecular 
switches.[3] They  are proteins  that  are  able  to  bind  and hydrolyse GTP  thereby  cycling 
between  an  active,  GTP  (guanosine  triphosphate)  loaded,  and  an  inactive,  GDP 




consequently  facilitate  the switch of  the GTPase  to an active state.[7] GAPs stimulate  the 
hydrolysis activity of the GTPase resulting in a GDP‐loaded, quiescent GTPase.[8]  




Ras GTPases  control  cytoplasmic  signalling  networks  transporting  extracellular  stimuli 
which  trigger  changes  in  gene  expression  for  regulation  of  cell  proliferation, 






To  be  activated  by GEFs,  the GTPase  has  to  be  recruited  to  its  target membrane.[17‐20] 
Subsequently, it is activated by the GEF and can bind effector proteins (Figure 1B).  
In particular, GEFs assist the GTPase in the release of the bound nucleotide and hence the 
exchange  is  not  specific  for  GDP  or  GTP.[21]  However,  GTP  is  about  ten  times more 
abundant in the cell than GDP and the re‐association with GDP is prevented by high GTP 
concentrations.[21,  22]  The  mechanisms  of  several  GEFs,  though  they  are  distinct  in 
structure,  are  thought  to  have  common  actions.  The  nucleotide  binding  involves  the 
switch regions (switch I, switch II) and the phosphate binding loop (P‐loop) of the GTPase 
(Figure 2).[3] To release the nucleotide from the GTPase, an intermediate ternary complex 
is  formed  between GTPase,  nucleotide  and GEF.[3]  In  this  complex,  the  affinity  of  the 
GTPase towards both interaction partners is weaker than in a binary complex with either 
one of the ligands (nucleotide or GEF) resulting in accelerated nucleotide release from the 



































































































































switch  regions  for  effector  interaction  while  Rab  GTPases  have  additional  areas  for 
interaction  with  the  effector.[24,  25]  These  complementarity  determining  regions  differ 









is  the  biggest  subdivision  of  the  Ras  superfamily.[12,  24]  The  Rab  GTPases  control 
consecutive  stages  of  vesicular  trafficking  along  all  cellular  compartments  like 
endosomes, Golgi, endoplasmatic  reticulum  (ER) and  lysosomes.[27] The  individual Rabs 
are  associated  with  particular  compartments  and  ensure  specificity  in  the  transport 
processes.[27] Although the general mechanisms of Rab biology are fairly understood, the 
complex  cooperation  of  these  GTPases with  their  GEFs,  GAPs,  and  effectors  remains 
ambiguous.  Small molecule  inhibitors  can  be  used  as  excellent  tools  to  study  protein 
biology,  but  neither  for  Rab  GTPases  nor  for  RabGEFs  a  sufficient  amount  of  small 
molecule  tools  is  available.[28]  This  emphasises  the  need  for  novel  tools  to  study  Rab 










involved  in  the  endocytic  pathway  performing  the  internalization  of  molecules  for 








membrane  components  by  formation  of  vesicles.[33,  34]  There  are  several  forms  of 
endocytosis  based  on  diverse mechanism  and  vesicle  types.[35]  In  this work,  the  term 
endocytosis refers to the clathrin mediated endocytosis if not stated otherwise. Clathrin is 
a triskelion‐shaped protein complex that assembles with adapter proteins to form the coat 
of vesicles.[36] After  the  fission of  the endocytic vesicles  from  the plasma membrane  the 
coat disassembles and  the vesicles are  transported  to  the early endosomes  for  fusion.[37] 
Proteins can be transported along the endocytic pathway from the plasma membrane via 
the  early  endosomes  to  the  late  endosomes  (Figure 3).[30]  The  transport  from  the  late 
endosomes is directed towards the lysosomes,[34] the organelles that degrade proteins and 
organelle‐debris.[27] The early endosomes are also known as sorting endosomes.[38] From 




All  these  transport processes are performed by  the use of vesicles  (Figure 3,  Insert). The 
budding and delivery of vesicles requires coat proteins, sorting adaptors, motor proteins, 
kinases, phosphatases, tethering factors and SNAREs (Soluble N‐ethylmaleimidesensitive 
factor  attachment  protein  receptors)  which  are  all  coordinated  by  Rab  GTPases.[41] 
Tethering  factors  enable  the  catching  of  vesicles  when  these  arrive  at  the  acceptor 
membrane and this process depends on Rab effectors.[14, 27] Vesicle fusion  is mediated by 
the  SNARE  complex.[42]  Located  on  the  vesicle  and  the  destination  membrane,  the 






compartments  (Figure 3).  In  fact,  they  facilitate  the  assembly  of  other  proteins  that 
altogether  define  the  identity  of  compartments.[26]  The  correct  identity  of  different 
organelles ensures that transport processes are regulated in an accurate manner and vice 
versa.  
The  organelles  are  even  further  subdivided  into  functional  microdomains  by  local 
protein‐protein  assemblies.[26]  In  case  of  the  early  endosomes,  the  three  GTPases  are 
located  in  separate  Rab‐specific  domains.[15,  45]    The  detailed  description  of  the  Rab5 
microdomain will  be  revisited  in  Section 1.3.2.  It was  suggested  that  effector  proteins 














































































































































































































As  indicated  in  the previous sections,  the correct  localisation of Rabs  to  their  individual 
compartments  ensures  the  fidelity  of  transport  processes.[18]  Membrane  localization 
requires  definition  of  the  correct  destination  (specific  membrane  localization)  and 
anchorage of Rab at the membrane (membrane binding). 
For membrane anchorage, many small GTPases carry a prenylation at the C‐terminus.[12, 49] 
In  case  of  the  Rab  proteins,  the  association with  the membrane  is  facilitated  by  two 





The  C‐terminal  hypervariable  domain  of  Rabs was  the  first  domain  of  these  proteins 
implicated  in membrane binding and specific  localization.[53‐55] However,  the  importance 
of  the  hypervariable  domain  for  determination  of  the  specific  Rab  destination  was 
challenged  recently.[56]  Ultimately,  multiple  domains  of  the  Rab  proteins  might  be 
involved  in  defining  the  membrane  destination  in  addition  to  the  hypervariable 
domain.[18, 56] 









to  the correct compartment.[41,  60] For endosomal Rab proteins  (Rab5, Rab7, Rab9) a GDI 
displacement  factor  (GDF) was described  that can release  the GTPase  from  its GDI.[58,  61] 
However, no further GDFs have been discovered, yet. Thus, the idea of GDI and GDF as 
mediators of correct membrane targeting cannot be assumed to be a general mechanism. 
Recently,  GEFs  and  effector  proteins  were  suggested  to  be  involved  in  membrane 
targeting and  localization of Rabs.[62,  63] They provide another  level of regulation of Rab‐
membrane‐association. 
Although  several mechanisms  of membrane  targeting  have  been  described,  for many 
Rabs  the  exact mechanisms  remain  to  be  fully  understood  and  a  general mechanistic 
understanding  awaits  discovery.[64]  Possibly,  diverse  mechanisms  control  the  correct 
membrane localization of the different Rab proteins.[18] Especially the recent implications 





























































































































































































































































































Absence  of  Rab5  has  a  dramatic  effect:  in  C. elegans  a  knockdown  was  found  to  be 
embryonic  lethal [76]  and no Rab5 knockout mouse has been described  to date.[72] These 
observations  underline  the  importance  of Rab5.  The  variety  of  distinct Rab5  functions 
known  to  date  will  be  presented  in  the  following  sections.  Rab5  activity  is  tightly 
connected  with  several  GEFs  and  effector  proteins  (Section 1.3.1)  that  interact  in  a 
sophisticated manner to form distinct Rab5 microdomains (Section 1.3.2). Rab5 is essential 
in  the  transport  process  of  vesicles  (Section 1.3.3)  but  has  additional  functions  in 
cytoskeleton dynamics, mitosis and signalling (Section 1.3.4). 
1.3.1 GEFs activate Rab5 to interact with effector proteins 
The  intrinsic  exchange  rate  of  Rab5  is  slow [77]  and  Rab5  activity  is  fine‐tuned  by 
numerous GEFs. Yet the precise contribution of specific GEFs to the regulation of diverse 
Rab5  functions  is  not  completely  understood.  The  family  of  Vps9‐domain  proteins 
comprises GEFs  for  the Rab5 subfamily and has a growing number of members.  In  the 
SMART database [78] nine Vps9 domain proteins were  reported  in 2006.[79]  In November 
2012  there  were  39  potential  human  proteins  containing  Vps9  domains  listed  (see 
Appendix, page 156). The GEF activity for GTPases of the Rab5 subfamily is confirmed for 
ten  proteins:  Rabex‐5 [80],  RIN1‐3  (Ras  and  Rab  interactor 1‐3) [81‐83],  RIN‐like [84],  ALS2 
(Amyotrophic  lateral sclerosis 2) [85], ALS2CL (ALS2 C‐terminal  like) [86], hRME‐6 (human 





briefly  to  facilitate  the  reader’s  comprehension. The Early Endosome Antigen 1  (EEA1) 
and  Rabenosyn‐5  are  tethering  factors  implicated  in  the  docking  of  the  vesicle  at  the 
acceptor membrane.[71,  92‐94]  In  addition, Rabaptin‐5  interacts with  the GEF Rabex‐5.[80,  95] 
hVps34  is a phosphatidyl‐inositol‐3‐kinase (PI3K) that generates phosphatidyl‐inositol‐3‐
phosphate (PI3P).[96, 97] The complex interplay and the biological relevance of Rab5 and its 
effectors will  be discussed  in  the  subsequent  sections. The GEF  that  is  relevant  in  this 
study  is Rabex‐5. All Rabex‐5  related Rab5  information will be given  in Section 1.4. An 

















































































































































































































A  further  level of stabilisation of  the Rab5 microdomain  is obtained by  interaction with 
Rab5 effectors. These can form oligomers with Rabex‐5 on the early endosome membrane 
thereby  facilitating  the  Rabex‐5‐Rabpatin‐5  feedback  loop  and  stabilizing  the  Rab5 
microdomain  (Figure 6A).[99]  The  effector‐clustering  strengthens  and  maintains  the 
microdomain  that  contributes  to  specificity  and dynamics  of  the  early  endosome Rab5 
functions.[14]  In addition,  the kinase hVPS34 produces PI3P which serves as docking site 
for Rab5 effectors containing PI3P binding FYVE domains, e.g. EEA1 and Rabenosyn‐5.[14, 
92]  Without  the  hVps34  activity  generating  PI3P,  Rab5  is  not  able  to  recruit  FYVE‐
effectors.[96]  For  example,  EEA1  is  not  present  on  clathrin‐coated  vesicles  which  lack 







mediate  Rab5  functions.[102]  Some  examples  of  distinct  Rab5  effector  assemblies  are 
presented briefly (Figure 6B). 
The Rab5 effector proteins APPL1/2 (Adaptor protein containing PH domain, PTB domain 
and Leucine zipper motif)  link Rab5 dependent endocytosis with signal  transduction  to 




EEA1  is  a multi‐functional  effector  and  connects  several different proteins  and distinct 
effects. EEA1, which is only present on the membrane of the early endosomes, represents 
a  tethering  factor  that provides directionality of  the  fusion process.[98,  101] Active Rab5  is 
required  on  both membranes  engaged  in  fusion,  e.g.  clathrin‐coated  vesicles  and  early 
endosomes.[70, 106] The absence of PI3P from clathrin‐coated vesicles explains why EEA1 is 
also not present.[92, 96] Thus, divergence between donor and acceptor membrane is created. 
EEA1  does  not  only  interact  with  Rab5  but  is  also  an  effector  for  Rab22a [73]  which 
represents another example of effector coupling.  
Furthermore, EEA1 colocalizes with Rabankyrin‐5.  In absence of EEA1, Rabankyrin‐5  is 
involved  in  marcopinocytosis,  and  places  Rab5  in  context  of  clathrin‐independent 
internalization.[107]  
















complexes with components of  the SNARE machinery  (e.g. Syntaxin13)  in  the Rab5 microdomains,  thereby 
creating platforms  that  include  all proteins  necessary  for membrane  fusion.[99] This part  of  the  figure was 
adapted from [14]. B) Examples of distinct Rab5 microdomains with individual effects are depicted. On the left, 
the effector coupling provided by Rabaptin‐5 is indicated. Rab4 is necessary for the recycling of receptors to 
the plasma membrane, and hence, Rabaptin‐5 might be  involved  in  the  fine‐tuning of  recycling  endosome 
formation.[37,  48]  The  next  example  depicts  the  Rab5  microdomain  on  APPL  endosomes.  The  endosomal 
localization of APPL is needed for the recruitment of several downstream signalling molecules like Akt and 
thereby fine‐tunes the affected signalling pathways.[104] In the course of the early endosomal pathway, APPL 
endosomes  arise  after  vesicle  fission  and  precede  the  formation  of  classical  PI3P‐EEA1  positive  early 
endosomes.[105] Potentially, the competition between APPL and EEA1 defines different Rab5 microdomains: in 
presence of PI3P APPL  is displaced by Rab5 effectors  like EEA1, which  interact with Rab5 and PI3P, while 
APPL  is transported to the nucleus.[105,  111] EEA1 has several possible  interaction partners as depicted on the 
right  side.  Via  effector  coupling  it  provides  a  link  to  Rab22a  which  regulates  the  transport  from  the 
endosomes  to  the Golgi  and  to  recycling  endosomes.[112,  113]  It was  suggested  to  be  the  Rab  on  the  early 




Rab  proteins  regulate  essentially  all  steps  in  vesicle  transport  (Figure 7).[29,  41]  The  first 










of  the vesicle  fusion  the Rab GTPase  is  transported back  to  the donor  compartment by 
GDI proteins as described above  (Section 1.2.3   ‐ 1.2.4).  In  the  following paragraphs  the 
impact of Rab5 on the vesicle transport to the early endosomes is described.  
Rab5 was shown to be important for the invagination of clathrin‐coated pits, sequestration 





coat  assembly,  the  AP2  cargo  adaptor  is  stabilized  by  interaction with  phosphatidyl‐
inositol‐4,5‐bisphosphate  and  the  phosphorylation  of  its  μ2  subunit  by  the  AP2‐
associated‐kinase‐1.[33, 41, 118] The Rab5 GEF hRME‐6 counteracts the stabilizing effects of μ2 
phosphorylation and  thereby  facilitates  the uncoating of  the vesicle.[119]  In addition,  the 
level  of  phosphatidyl‐inositol‐4,5‐bisphosphate  is  regulated  by  the Rab5  effectors  PI3K 
and PI phosphatase.[96, 120]  




and  Rabenosyn‐5  that  mediate  the  vesicle  docking.[71,  92‐94]  On  the  early  endosomes, 
Rabaptin‐5 is required for Rab5 dependent membrane docking of vesicles.[123] 
Evidence  for  the  importance of Rab5  for  fusion events  is based on  the observation  that 
that Rab5 overexpression  results  in enlarged endosomes.[69] This  implicates  that Rab5  is 










were  found  to  stabilize  the Rab5 effectors and might  contribute  to  their  recruitment.[108] 
This  indicates  a mutual  stabilization  of Rab5  effectors  and  SNAREs.  In  conclusion,  the 
coordinated assembly of Rab5 microdomains and  their  cooperative  interaction with  the 
SNARE  complex  enables  fusion  of  membranes.  These  examples  illustrate  how  Rab5 







Distinct membrane  trafficking  steps  that  can be  controlled by a Rab GTPase and  its effectors  (indicated  in 
orange). a) An active GTP‐bound Rab can activate a sorting adaptor to sort a receptor into a budding vesicle. 
b) Through recruitment of phosphoinositide (PI) kinases or phosphatases, the PI composition of a transport 
vesicle  might  be  altered  (the  conversion  of  PI‐x  into  PI‐y)  and  thereby  cause  uncoating  through  the 
dissociation of PI‐binding coat proteins. c) Rab GTPases can mediate vesicle transport along actin filaments or 
microtubules  (collectively  referred  to  as  cytoskeletal  tracts)  by  recruiting  motor  adaptors  or  by  binding 
directly  to motors  (not  shown).  d)  Rab  GTPases  can mediate  vesicle  tethering  by  recruiting  rod‐shaped 
tethering  factors  that  interact with molecules  in  the  acceptor membrane.  Such  factors might  interact with 
SNAREs  and  their  regulators  to  activate  SNARE  complex  formation, which  results  in membrane  fusion. 
e) Following membrane fusion and exocytosis, the Rab GTPase is converted to its inactive GDP‐bound form 
through hydrolysis of GTP, which is stimulated by a GTPase‐activating protein (GAP). Targeting of the Rab‐
GDP dissociation  inhibitor  (GDI)  complex back  to  the donor membrane  is mediated by  interaction with  a 
membrane‐bound GDI displacement  factor  (GDF). Conversion of  the GDP‐bound Rab  into  the GTP‐bound 
form  is catalysed by a guanine nucleotide exchange  factor  (GEF). Reprinted by permission  from Macmillan 







was  challenged  several  years  ago.  Rab5  was  found  to  be  additionally  involved  in 
dynamics of the cytoskeleton, mitosis and signalling. 
The  dynamics  of  the  actin  cytoskeleton  e.g.  the  formation  of  circular  ruffling [125]  or 
lamellipodia [126] partly depend on Rab5. Active Rab5  stimulates  lamellipodia  formation 
and cell migration independent of PI3‐K or Ras.[126] Circular ruffles (also known as dorsal 
surface ruffles) are  induced by receptor  tyrosine kinase signalling [127] and are promoted 
by  simultaneous  activity  of  the  PI3‐K,  Rac  and  Rab5.[125]  Circular  ruffling  and 
macropinocytosis  are  regarded  as means  of  endocytosis  independent  of  clathrin.[35,  128] 
Rab5  indirectly  activates  Actinin4 [125]  which  is  an  Actin  binding  protein  involved  in 
circular  ruffling  and macropinocytosis.[129] Activation  of Rab5  by  its GEFs Rabex‐5  and 
RIN1  stabilizes  macropinosomes [130]  and  Rabankyrin‐5  increases  the  amount  of 
macropinosomes.[107]  These  observations  indicate  that  the  Rab5  involvement  in  actin 




in  endocytosis  but  also  in  cellular  motility.[127,  131]  Thus,  the  observations  of  Rab5 
involvement in cytoskeleton dynamics point back towards regulation of endocytosis. 
Furthermore,  Rab5  is  involved  in  mitosis.  The  formation  of  tubular  ER  structures  in 
C. elegans is dependent on Rab5 activity.[132, 133] Related to this is the regulation of nuclear 
membrane disassembly which  is also Rab5 dependent.[132, 133] Rabex‐5 and RME‐6 are the 
GEFs  implicated  in  these Rab5  activities while  the Rab5  effectors EEA‐1, Rabenosyn‐5, 
Rabaptin‐5,  and  hVps34  are  not  engaged.[133]  Rab5  is  also  involved  in  chromosome 
alignment  during  the metaphase which  is  important  for  chromosome  segregation  and 
proper mitosis.[132, 134] This function seems to be independent of endocytosis in general; it is 
more likely that Rab5 contributes to the stability of kinetochore‐fibres.[132] 
Finally,  several  studies  have  connected  Rab5  activity  with  signalling  pathways.  The 
endosomes in general have been considered to be signalling compartments providing the 
benefit  of  additional  spatial  and  temporal  control  of  signalling  events.[2]  For  instance, 
impaired  EGFR  endocytosis  results  in  decreased  activation  of  downstream  signalling 
targets.[135] Further details on Rab5 participation in signalling in context of its GEF Rabex‐5 
will be given in Section 1.4.3.  
To  sum  up,  Rab5  has  even  more  relevant  functions  in  the  cellular  homeostasis  than 
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The mechanism of  the nucleotide exchange was  illuminated by crystal structures of  the 
Rabex‐5 HB‐Vps9 tandem, alone and in complex with Rab21.[136, 146] 
The “V‐shaped” arrangement of  the V4 and V6 helices of  the Vps9 domain builds a 
hydrophobic  groove  (Figure 9).[136] This  groove  is  the  centre  of  interaction with P‐loop, 
switch and interswitch regions of the Rab protein.[146] These areas of the Rab are important 
for  the  interaction with  the  nucleotide  (Section 1.1.2). Nucleotide  exchange  on  Rab  is 
performed by interaction of the Vps9 domain with the switch‐interswitch regions of Rab 
and  the  insertion  of  an  aspartate  finger  (Asp313)  which  disturbs  the Mg2+‐phosphate 
binding and subsequently interacts with the P‐loop.[6, 136, 146] The switch I is brought to an 
open conformation allowing the nucleotide exchange while the aspartate finger stabilizes 
the  P‐loop  by  mimicking  interaction  of  the  ‐phosphate  of  GTP.[146]  This  mechanism 
resembles  very much  the  glutamate  finger  of  the  Sec7  domain ArfGEFs,  although  the 
general fold of these GEFs is not related.[7, 136, 146] Specificity of Rabex‐5 for GTPases of the 
Rab5  subfamily  is  achieved  by  interaction with  conserved  amino  acids  specific  for  the 
Rab5 subfamily in the switch‐interswitch regions.[136, 146]  
In  short,  the  mechanism  of  nucleotide  exchange  performed  by  the  Vps9  domain  of 
Rabex‐5  resembles  the  prior  reported  mechanism  of  Sec7  domain  proteins.  The 
knowledge  regarding  the  nucleotide  exchange  mechanism  was  mainly  obtained  by 
structural analysis. 
1.4.1.3 Rabex‐5 localization and activity in vivo 






activity of Rabex‐5  full‐length  can be  increased by  addition of  the Rabaptin‐5aa551‐862 
construct which  indicates  that  the amphipathic helix on  the C‐terminal side of  the Vps9 
domain represents an auto‐inhibitory mechanism.[146] Therefore, Rabex‐5 was  thought  to 
be  dependent  on  Rabaptin‐5  but  surprisingly  the  Rabex‐5 GEF  function  in  vivo  is  not 
absolutely dependent on Rabaptin‐5.[77]  In vivo, Rabex‐5  full‐length  is mostly membrane 




Via  its  EET‐domain,  comprised  of  the  MBM  and  the  HB  (Figure 8),  Rabex‐5  can  be 
targeted  to  early  endosomes  by  interaction with Rab22‐GTP.[143]  Subsequently, Rabex‐5 























































































































































































Recently,  Rabex‐5  has  been  implicated  in  transition  of  early  to  late  endosomes.  Early 
endosomes are marked by high Rab5  levels while  late endosomes possess high amounts 
of  Rab7  (Figure 3).[44]  Two  different  models  have  been  proposed  how  these  two 
compartments are  formed. The vesicle shuttle model suggests  transport between  to pre‐
existing  compartments.[151,  152]  The maturation model  implies  that  early  endosomes  are 
transformed to late endosomes by transition of Rab5 to Rab7.[153] The transition is probably 
achieved by the mechanism of Rab conversion (explained  in Figure 10B).[153] At the same 
time,  the maturation  requires  a disruption  of  the Rabex‐5 dependent positive  feedback 
loop (Section 1.3.2.1) to decrease the local levels of Rab5.[154] 
Interaction with Rabex‐5 and PI3P recruits  the protein Mon‐1  to  the early endosomes.[15] 
Here, Mon‐1  forms  a  complex  with  the  protein  Ccz1  as  observed  in  C. elegans.[154]  In 
addition, it displaces Rabex‐5 resulting in decreased Rab5 activation.[154] Subsequently, the 
interaction  of  the  Mon1‐Ccz1  complex  with  the  HOPS  complex  (protein  complex 
interacting  with  Rab7  and  also  involved  in  Rab5‐to‐Rab7  transition) [153]  facilitates 
recruitment  and  activation  of  Rab7.[155]  These  sequential  events  enable  Rab5‐to‐Rab7 
transition.[15, 154, 155] 










the  first Rab  (blue) with  the effector protein  (orange)  leads  to activation of a GEF  (green).[156] Subsequently, 
this GEF activates the second, downstream Rab GTPase (purple).[156] B) The Rab conversion is an expansion of 
the Rab  cascade.  In addition  to  the activation of  the downstream Rab  (purple),  the upstream Rab  (blue)  is 
silenced. Therefore,  the effector of  the second, activated Rab might be or activate a GAP  (red)  targeting  the 
first  Rab  so  that  the  activation  of  the  upstream  Rab  is  terminated.[41,  157]  These  two  conserved  regulatory 
mechanisms allow the subsequent activation of different Rabs which is important in the maturation process of 








to  emerge,  the  current  understanding  of  the  role  of  Rabex‐5  in  the  EGFR  and  Ras 
signalling  as  well  as  mast‐cell  related  signalling  will  be  introduced  in  the  following 
subsections. 
1.4.3.1 The Rab5 GEFs Rabex‐5 and RIN1 control EGFR signalling 
Upon EGF  stimulation Rab5  is activated and  the GTP‐bound  form  is  found both at  the 
plasma membrane and on early endosomes  (Figure 11).[158] Subsequently, active Rab5  is 
responsible  for endocytosis of  the EGFR after stimulation.[158] Stimulation with  low EGF 
concentrations favours internalization of the EGFR by clathrin‐mediated endocytosis and 
results  in prolonged signalling and receptor recycling.[111,  159] At high EGF concentrations 
both  clathrin‐mediated  endocytosis  and  clathrin‐independent  endocytosis  are  equally 
involved  in EGFR  internalization and  increased  receptor degradation  is observed.[111,  159] 
EGFR degradation after endocytosis into early endosomes is dependent on the endosome 
motility regulatory protein KIF16B, a kinesin regulated by Rab5‐dependent PI3P levels.[122] 
Moreover,  the  Rab5  GAP  RN‐tre  can  attenuate  the  endocytosis  of  receptor  tyrosine 
kinases like the EGFR.[160] Thus, Rab5 activity favours EGFR endocytosis and degradation. 
Rabex‐5  binds  the  ubiquitinated  EGFR  and  co‐localises with  the  EGFR  at  the  plasma 
membrane  after  EGF  stimulation.[141]  This  eventually  represents  cargo‐dependent  Rab5 
activation.[161]  Interesting  in  this context  is  the observation  that EGFR endocytosis  in  the 
clathrin‐independent pathway requires receptor ubiquitination.[162] Hence, Rabex‐5 might 
be  involved  in  the EGFR degradation  rather  than  in  recycling. Balaji et al. observed  that 
the EGFR degradation at high EGF concentrations was impaired in absence of Rabex‐5.[163] 
In addition,  it was reported  that  the  fate of  the EGFR upon stimulation depends on  the 
Rin1 signalling. Rin1‐Rab5 signalling preferentially leads to EGFR endocytosis and EGFR 
degradation, thus down‐regulation of the EGF signalling.[81,  163] This  implies a redundant 
function of Rabex‐5 and Rin1. The picture  is  complicated by  the observations  that EGF 
stimulation  has  an  inhibitory  effect  on  the  early‐to‐late‐endosomal  transport.[153]  In 





negative  feedback  loop  that  terminates  the Ras activation  together with Rin1 and Rab5. 
Ras  signalling  activates  Rin1  and  subsequently  Rab5.[81]  The  active  Rab5  facilitates  the 
binding  of  the  Rabex‐5‐Rabaptin‐5  complex  to  the  early  endosomes.[95]  Rabex‐5  can 
interact  with  Ras [140]  and  has  an  E3 ubiquitin  ligase  function  which  provides 







signalling  is  increased  in Rabex‐5 knock‐out mice.[140]  In  summary, Ras  can  regulate  its 
own ubiquitination state by controlling Rin1.[168] Since mono‐ and diubiquitination of Ras 
results  in  preferential  localisation  at  endosomes [169]  this  regulation  influences  the 






and provides a docking surface  for Rabex‐5. Also, EGF stimulation  triggers Ras activation and  the signal  is 
transmitted by the Raf‐Mek‐Erk kinase cascade. Furthermore, active Ras is bound by Rin1 and in turn Rab5 is 
activated. Upon  activation,  a  Rab5 microdomain  containing  Rab5  effectors  like  Rabaptin‐5  is  formed  and 
promotes  the  internalization of  the EGFR. The  internalization  is  counteracted by  the Rab5 GAP RN‐tre.  In 
addition, the presence of Rabex‐5 at the Rab5 microdomain favours negative regulation of the Ras signal while 
the  Rab5  activity  is  kept  at  an  elevated  level.  This  negative  feedback  regulation  of  Ras  is  enforced  by 
ubiquitination of Ras through Rabex‐5 which abrogates the Raf‐Mek‐Erk‐kinase cascade and translocation of 
Ras  to  the  early  endosomes.  The  internalized  EGFR  is  transported  along  the  endocytic  pathway  to  be 
degraded. This motion is promoted by Rabex‐5, Rab5, KIF1B while Rab21 and Rab22 slow down the route to 







Rabex‐5 diminishes Ras‐mediated signalling  in mast cells and  is a negative  regulator of 
the  FcεRI  (IgE  receptor)‐dependent mast  cell  activation.[140]  In  absence  of  Rabex‐5,  the 
endocytosis  of  FcRI  is  delayed  and  the  activation  of  Ras  and  Erk  is  increased.[140,  170] 
Moreover, the receptor endocytosis of c‐Kit (receptor for the stem cell factor also known 
as  mast  cell  growth  factor),  is  regulated  by  Rabex‐5.[171]  Delayed  c‐kit  endocytosis  in 
Rabex‐5 knockout mast cells affects several downstream targets, e.g. Ras, Erk, Akt, c‐Jun 
N‐terminal  kinase  and  results  in  increased  IL‐6  production.[171]  The  GEF  activity  of 
Rabex‐5  seem  to  be  relevant  for  the  regulation  of mast  cell  receptors.[170]  Rabex‐5  also 
mediates  the  internalization of  the  immunoglobulin  superfamily cell adhesion molecule 
L1.[149] In addition, the Rabex‐5 binding partner Rabaptin‐5 controls surface expression of 
membrane receptors  like  integrin1, FcRI, and  IL‐4R.[172] These receptors contribute  to 
the regulation of mast cells activity and their attachment to extracellular matrices.[173] Their 
regulation by Rabaptin‐5  is  likely  to  contribute  to  the Rabex‐5 knock‐out phenotype  in 
mice. 
The  observation  that Rabex‐5  regulates  the  receptor  expression  and  signalling  in mast 
cells underlines  the previously  indicated (Section 1.4.3.1 and 1.4.3.2) connection between 
the  regulation  of  endocytic  trafficking  and  signalling.[170]  The  multifunctional  role  of 





Since  the  isolation  of morphine  from  opium  extract  by  Friedrich  Sertürner  in  1815,  the 
postulation of chemoreceptors by Paul Ehrlich in the 1870s, and discovery of penicillin by 
Alexander  Fleming  in  1929  the  efforts  in drug  research  have  noticeable  increased.[174] To 
address  the  search  for drugs  systematically,  combinatorial  libraries  are  applied  in high 
throughput  screening  (HTS)  approaches.[175,  176]  In  the  beginning  of  the  1990s  it  was 
already possible to screen about 200,000 compounds by the use of HTS.[174] Nevertheless, 
todays amount of validated drug  targets are still  low compared  to  the number of genes 
and proteins.[177] Small molecules are excellent tools not only for therapeutic purposes but 
also  for  scientific  investigation  of  cell  signalling  cascades  and  cellular  functions  of 
proteins.[178,  179] The use of  small molecules  as  tools  to  study biological  systems  is often 
referred to as chemical genetics.[175] 
Small molecules have  the advantage of  targeting  the protein  level directly compared  to 
knockout and knockdown methods that operate on DNA or RNA level (Figure 12).[180] In 
general, knockout/‐down methods and small molecules are expected to result in the same 
effects  when  addressing  the  same  target.  However,  domain  specific  inhibition  of 




specific  domain  or  function.[181,  182]  In  these  cases,  small molecules  can  block  a  specific 
function of their target while keeping the general level of protein expression constant and 
thus  allowing  the  undisturbed  exertion  of  other,  e.g.  scaffold  functions  of  the  target 
protein.[180,  181] Thus,  the  inhibitory effects of  the small molecules are  in some cases more 
accurate  and  might  have  different  effects  than  RNAi.[180]  A  prominent  example  is 
rapamycin which distinguishes between the mTOR complex1 and mTOR complex2.[183, 184] 
Moreover,  knockouts  with  lethal  phenotypes  as  for  example  described  for  Rab5  and 
Rabex‐5  (Section 1.3 and 1.4)  complicate  the  analysis  of  the  mutant  organisms.[179] 




a  conditional  fashion  at  any  point  in  development  that  is  supposed  to  be  studied.[179] 
Effects of small molecules are reversible because the effect will wear off if the compound 
is  for example metabolized.[179,  185] Multiple small molecules can be used  in combination 
and in a dose‐dependent fashion for the induction of fine‐tuned effects.[185] The application 
of medicinal chemistry (e.g. by combinatorial synthesis) allows to obtain a high variety of 
molecules  and  lead  compound  optimization  can  be  performed  by  analysing  structure 
activity relationships.[176, 186] Depending on the target protein, small molecules can be used 
as potential drug candidates although this happens rather infrequently.[181] 
Instead, small molecules have been used  in  the past  to verify suspected  involvement of 
proteins in cellular functions and to uncover new functions. For example, small molecule 
inhibitors  of  the  AuroraB  kinase  discovered  an  unknown  function  of  the  kinase  in 
localization  of  spindle  checkpoint  components  and  chromosome  alignment.[180,  187,  188] 
Another example is the small molecule SecinH3 (Section 1.5.2.2) targeting the Cytohesin‐
family.[189]  SecinH3  revealed  the  influence  of  Cytohesins  in  the  insulin  signalling  and 
confirmed  an  initial  hypothesis  derived  from  the  Drosophila  melanogaster  homologue 
knock‐out  phenotype.[189]  Sometimes  small  molecules  can  be  of  use  if  approaches 
interfering with the correct protein expression, e.g. ectopic expression of (mutant) proteins 





important  to  apply  a  variety  of  methods  to  investigate  the  functions  of  a  protein  of 
interest  since  the  combination  of  results  deepens  the  understanding  of  its  biological 












































































































































































































































































The  aryl  amide MCP110 was discovered  in  a modified yeast‐two‐hybrid  screening  and 
can  inhibit Ras‐mediated Raf activation and  reverse Ras‐transformed phenotypes.[200,  201] 
The target of the compounds is assumed to be the Ras‐Raf interface; however biochemical 





Two  small molecules  inhibiting  the GTPase  Rac  are  known.  The  first, NSC23766, was 
identified  in  a  structure‐based  in  silico  screening  and  binds  to  an  area  of  Rac1  that  is 
known  to  be  critical  for  GEF  interaction.[205]  It  blunts  the  nucleotide  exchange  of  the 
RhoGEFs  Tiam1  and  Trio  with  an  IC50  of  about  50 μM.[205]  The  second  compound, 
EHT1864,  interacts with all Rac  isoforms and displaces  the nucleotide  from  the binding 
pocket.[206] Its association with Rac1 was determined to be about 40 nM.[206] 
The  combination of  the high affinity of  the nucleotide‐GTPase  interaction and  the high 
intracellular  GTP  concentrations  renders  the  development  of  competitive  inhibitors 
challenging.[3, 190] Nevertheless, there was recent report of a competitive Rab7 inhibitor.[207] 




inhibitors  concentrated  on  these  two  families.[208]  Nevertheless,  since  inhibitors  are 
valuable  tools  for  research besides being used  as  therapeutics,  future  efforts will  cover 
other small GTPases as well.  
1.5.2.2 Inhibitors of GEFs 




There  are  two  classes  of  inhibitors  targeting  the  BFA ‐ insensitive  ArfGEFs  called 
Cytohesins.[212]  First,  an  RNA‐aptamer, M69,  has  been  reported  to  target  the  family  of 
Cytohesins.[213]  Later,  small molecule  inhibitors were  described,  among  them  the  small 
molecule SecinH3 derived  from M69  in an aptamer‐displacement screening.[189] Another 

























































































































aptamer  TrioGEFD2  ~ 4 μM [q]    [220] 
[a] Determined  in  an  in  vitro  effector‐pull‐down  assay.  The  compound was  found  to  be  active  in  cellular 
assays as well including antiproliferative activity in cells carrying activated ras oncogenes. [b] Cellular assay; 
in the in vitro nucleotide exchange assay the IC50 was dependent on the concentration of the GEF SOS. [c] In 
vitro  nucleotide  exchange  assay with Ras GEF CDC25.  [d]  Effect  of  the  compound  in  isothermal  titration 
calorimetry measurement with Ras and Raf. [e] IC50 was dependent on the assay type – cellular assays were 
used.  [f]  In  vitro  determination  of  Ras‐Raf  interaction;  acts  at  100  μM  on  the  phosphorylation  of  the 
MAPKinase in Madin Darby canine kidney cells. [g] In vitro and intracellularly observed nucleotide exchange 
of  Trio  and  Tiam1.  [h]  Several  intracellular  assays were  used  and  concentrations  of  5  to  50 μM  result  in 
complete inhibition of e.g. effector binding. [i] In vitro nucleotide binding. [j] In vitro interaction with Arf1 and 
Sec7 domain. [k] In vitro nucleotide exchange of Arf1 and Cytohesin1. [l] Systematic evolution of ligands by 
exponential  enrichment:  strategy  for generation of aptamers.  [m] SecinH3 was also applied  in  intracellular 
assays with inhibitory activity in the low micromolar range. [n] Intracellular effects were observed at 100 μM 
compound. [o] Inhibitory effect on shiga toxin in Vero cells. [p] In vitro nucleotide exchange assay with TrioN 





Moreover,  the  small  molecule  inhibitor  ITX3  for  the  N‐terminal  DH  domain  of  the 
RhoGEF Trio [218,  219] and a peptide aptamer  targeting  the TrioGEFD2 domain have been 
reported  to  date.[220]  A  variant  of  the  peptide  aptamer  was  further  developed  to 
specifically target the oncogenic isoform of the RhoGEF Trio (Tgat).[221]  




hijacked  by  intracellular  pathogens  to  avoid  degradation,  are  involved  in  cancer, 
neurological, metabolic and  immunological diseases.[41,  131] Besides  therapeutic purposes, 
specific  inhibitors  targeting  the  diverse  players  in  the  interconnected  and  complicated 
networks  of  the  early  endosome  biology  would  be  important  tools.  Despite  their 
interesting functions, no inhibitor for any RabGEF and only one Rab7 inhibitor have been 
reported,  yet.[207]  Further  small  molecules  targeting  RabGTPases  and  GEFs  in  the  yet 
incompletely  understood  networks  of  membrane  trafficking  and  signalling  pathways 
would be valuable tools. They could be applied to study detailed protein activity of single 






An  earlier  approach  was  the  inhibition  of  the  RabGGTase  to  affect  Rab  membrane 
association  and  thereby  activity  (Section 1.2.3).  But  even  if  a  RabGGTase  inhibitor  is 




Neither Rab GTPases nor RabGEFs belonged  to  the group  of  established  target  classes 
when  this work was started [28] and even  to date no sufficient coverage of  inhibitors  for 
these  protein  families  is  available.  This  not  only  indicates  that  these  proteins  may 











GEFs  to  the  regulation  of  the  diverse  Rab5  functions  is  not  completely  understood. 
Moreover, GEFs often contain  several other domains beside  their catalytic GEF domain 
and  have  been  associated  with  a  diverse  variety  of  effects.  Of  particular  interest  is 
Rabex‐5, a GEF  for Rab5, which was  found  to be essential  for embryonic and pre‐adult 
survival. In addition,  it presumably controls the establishment of asymmetric assembled 
Rab5 microdomains,  which  serve  as  platforms  of  local  Rab5  activity.  Furthermore,  it 
interacts with Rab5  effectors, potentially  influences  the Rab5  localization,  and possibly 
plays a role in transition of early endosomes to late endosomes. Finally, the processing of 
membrane  receptors  after  stimulation  with  their  ligands  is  affected  by  Rabex‐5. 
Importantly, for many of the effects it remains unclear whether the function of Rabex‐5 as 
exchange factor is involved in these phenotypes: the exact role of each protein domain is 
still  under  investigation.  Previous  studies  mainly  used  knockout,  knockdown,  and 
overexpression  methods,  which  do  not  provide  information  regarding  the  specific 
function of the individual subdomains.  
To dissect  the complex network of protein  interactions which control cellular processes, 
such  as  the  regulation  of  the  early  endosome,  small molecule  inhibitors  are  invaluable 
tools. In particular, a domain specific inhibitor, targeting only the catalytic GEF domain of 
Rabex‐5  would  aid  in  elucidating  the  complex  biological  roles  of  Rabex‐5  and 
subsequently Rab5.  
At present, no small molecule inhibitors for Rab5 or any corresponding GEF are available. 
Therefore,  the aim of  this  thesis was  to  identify a small molecule  inhibitor  targeting  the 
Rabex‐5 mediated Rab5c nucleotide exchange and to characterize this molecule in vitro. To 
obtain  such  an  inhibitor,  first,  a  screening  assay  to  identify  potential  small  molecule 
inhibitors from a compound library was established and applied. Subsequently, potential 
hits identified in this screening were tested for their inhibitory properties and specificity. 











The  identification  and  characterization  of  a  small  molecule  inhibiting  the  Rabex‐5 
mediated  Rab5  nucleotide  exchange  are  presented  in  this  chapter.  This  aim  was 
approached by  the use of an  in vitro high‐throughput‐screening  (HTS) assay monitoring 
this particular protein activity. The establishment of such an assay is outlined in the first 
section, followed by its application to screen a small molecule library (Section 3.1 and 3.2). 
Subsequently,  the  characterization  of  two  chosen  lead  compounds  is  described, 
culminating in the choice of the molecule JH5 as sole lead compound for detailed in vitro 
characterization  (Section 3.3).  Section 3.4  presents  the  structure  activity  relationships  of 
JH5 and its derivatives together with experiments to elucidate the mode of action of JH5. 
The  chapter  concludes  with  preliminary  data  on  intracellular  application  of  JH5 
(Section 3.5)  and  a detailed,  retrospective description  of  the validation  of  the  screening 
hits and the selection of the most promising compounds (Section 3.6). 
3.1 Production of Rabex‐5GEF and Rab5c proteins 
A  small molecule  inhibitor was  sought  by monitoring  the  disturbance  of  the  Rabex‐5 




The HB  domain  and  the Vps9  domain  comprising  the  amino  acids  (aa) 132‐391  of  the 
human Rabex‐5 hold the GEF function of Rabex‐5 (Figure 13A).[136] These domains are not 
only  sufficient  for  protein  activity  in  vitro  but  beyond  that  they  form  the  only  known 
construct applicable in an in vitro system. The full‐length Rabex‐5 requires the additional 
presence of the Rab5 effector Rabaptin‐5 for full activity in vitro.[95] This construct will be 
referred  to  as Rabex‐5GEF.  In  addition,  by using  only  the GEF domain  in  the  assay  the 
likelihood  of  addressing  this desired domain  is  increased  and  a GEF  specific  inhibitor 
should be identified.  
The  murine  Rab5c  was  expressed  as  aa18‐185  construct,  missing  the  regions  at  both 
protein  termini  (Figure 13B).  The  hypervariable  C‐terminal  domain  and  the  cysteine 
residues,  which  are  modified  by  the  Rab  geranylgeranyl  transferase  (RabGGT)  for 
membrane  anchorage,  are  important  for  the  localization  of  the  Rab  protein 
(Section 1.2.3).[26,  53]  The  N‐termini  of  Rab  GTPases  are  very  diverse  in  structure  and 
function.  In  the case of Rab5  this N‐terminal element  is  involved  in endocytosis,  fusion 
events, and additionally  supports  the prenylation process of  the GTPase.[55,  224,  225] These 
parts were not needed for nucleotide and GEF binding and since the shortened construct 








































































































































































































that  are  rare  in  E.  coli  (arginine,  isoleucine,  and  leucine).  Since  Rabex‐5GEF  comprises 
20.5 % of  these amino acids, and Rab5c contains 16.5 % arginine,  isoleucine and  leucine 
(Section 8.2.2 and 8.2.3) the use of these cells was likely to increase the protein yield.  
The  induction  of  the gene  expression by  Isopropyl  β‐D‐1‐thiogalactopyranoside  (IPTG) 
was monitored  via  SDS‐PAGE  as depicted  in  Figure 14A  for Rab5c  and  Figure 14B  for 
Rabex‐5GEF. Increased abundance of a band with the expected size ‐ 21 kDa for Rab5c and 
31 kDa for Rabex‐5GEF ‐ was observed in both cases and indicated successful induction of 
gene  expression.  The  lysates  from  E.coli  cells  were  subjected  to  nickel‐affinity 
chromatography and gel‐filtration. Samples of all steps were collected and visualized by 
SDS‐PAGE  (Figure 14).  Rabex‐5GEF  mainly  eluted  in  the  fractions  4 to 5  (60 ‐ 100 mM 




fractions  which  contained  the  highest  quantity  of  pure  protein  after  nickel  affinity 
chromatography  (Figure 14,  lane 9 ‐ 11  for both proteins) were pooled and concentrated 
prior to loading onto a Superdex200 column to perform gel‐filtration (Figure 14A, lane 14; 
Figure 14B,  lanes 13 ‐ 14). A  small  amount  of  protein  of  a  size  of 18  kDa  visible  in  the 
Rab5c  sample  could not  be  removed  by  the  gel‐filtration  chromatography  because  this 
size difference was too small. After the gel filtration, the protein containing fractions were 




for  Rabex‐5GEF  at  a  concentration  of  96 μM  and  65 mg  for  Rab5c  at  a  concentration  of 
260 μM from a two litre E.coli culture each.  
The original protocol  for purification  included also an anion exchange chromatography 
step  besides  the  nickel‐affinity  chromatography  and  the  gel‐filtration.[136]  This  protocol 
however had been designed  to obtain protein  for  crystallography which demands very 




nevertheless,  a  screening would  ideally  be  performed with  the  same  protein  batch  to 
ensure reproducibility.[228] As the protein was already at least 90 % pure after the affinity 
chromatography,  the  anion‐exchange  chromatography  was  omitted.  Gel‐filtration 






















































































































































































































































































































































































The  search  for  inhibitory  small  molecules  targeting  the  Rabex‐5GEF  mediated  Rab5c 
activation  required  a  screening  strategy  that  is  designed  to  select molecules with  the 
desired function. In the first subsection, the general considerations to obtain a reliable in 
vitro assay  for  the detection of  the nucleotide exchange reaction mediated by Rabex‐5GEF 
are presented  (Section 3.2.1.1).  In  the  following,  the optimization  strategy  to obtain  this 
robot‐compatible  assay  as  well  as  the  quality  control  of  the  assay  are  addressed 





the assay was  required  to be  robust  for certainty  in  the  interpretation of hits as well as 
sensitive  to  avoid  false  negatives.[230]  Therefore,  a  stable measurement window with  a 
reliable  difference  in  signal  between  the  fully  active  (positive  control)  and  completely 










designated  time  and  the  fluorescence  before  injection  of  the  nucleotide.  The  RFU  in 




the  solvent  of  the  compounds,  was  used  instead  of  small molecule  compounds.  The 
positive control contained both proteins, thus the occurring nucleotide exchange reaction 
led to a decrease in fluorescence and a high RFU (Figure 17A). The absence of Rabex‐5GEF 
in  the negative control simulated an  inhibited reaction. The small RFU  in  the negative 
control  indicated  that  almost  no  nucleotide  was  exchanged  (Figure 17B).  An  active 
compound (Figure 16C) was expected to disrupt the exchange activity and thereby reduce 
the  RFU  to  a  similar  level  to  the  negative  control  (compare  Figure 17B  vs. C).  The 






































































































































































Further optimization steps besides  the adaption of  the  readout mode were necessary  to 
achieve the above mentioned requirements for a reliable screening assay. The assay was 
modified  regarding  volume  and  type  of  the microtitre plates  to  obtain  a  small  sample 
volume that would limit the protein and compound material needed during the screening 
process.  The  assay  preparation  protocol,  the  DMSO  concentration,  the  presence  of  a 
detergent  as well  as  the Rabex‐5GEF  concentration were optimized  to  increase  the  assay 





between  the  control  samples.  The  differences  between  the  plates  were  found  to  be 












































 several intervals within 10 minutes    0, 60, 120, 170, 300 seconds  
(0 = prior to GppNHp addition) 
 used for analysis: 0, 170 seconds 












All conditions  tested during  the assay optimization process are summarized  in  the  table.  [a] The optimized 
parameters are indicated. [b] All conditions that have been tested are listed. [c] The conditions that have been 






a short measurement period. The measurement period was one of  the  limiting steps  for 
the execution of the screening procedure and thus was intended to be as short as possible. 
The use of  500 nM Rabex‐5GEF  ensured  that  the maximal  exchange plateau was  rapidly 
reached.  
The  order  of  pipetting  did  influence  the  assay  quality. Adding  Rabex‐5GEF  in  the  first 
pipetting  step  resulted  in  decreased  protein  activity  (Section 8.4,  Supporting  table 9). 
Rab5c was more stable and could be added as first assay component. In addition, it was 
important  that  the  compounds were not added  in  the  first  step. The amount of DMSO 
(1 μL) was the smallest volume the robot could handle and the addition was more reliable 
with liquid already present in the well. To obtain the best Rabex‐5GEF activity, Rabex‐5GEF 
was  added  as  the  last  step,  following  the  addition  of  compounds.  In  this  way,  the 
compound  should  not  have  to  compete  with  a  preformed  Rabex‐5‐Rab5c  complex, 
thereby increasing the chances of identifying a hit compound.  
To enable a higher throughput of compounds, the assay was supposed to be stable when 




An  ideal  point  for  the  readout  seemed  to  be  the  moment  when  the  reaction  just 
approached  the  saturation  level.  At  this  time,  the  RFU  reached  the  maximal 
measurement window while  the readout  time was short. Thereby  the  total  time needed 
for the measurement of one assay plate was restricted. A decrease of protein activity was 
observed  upon measuring  a  complete  96 well  plate, which  had  been  prepared  by  the 
robot,  compared  to  the  manually  prepared  24 well  reaction  (Section 8.4,  Supporting 
table 11).  To  gain  the  desired  measurement  window,  the  endpoint  readout  time  was 
adapted accordingly to 170 seconds. The nucleotide exchange reaction was quantified by 
the difference of  fluorescence  signal before and 170 seconds after  starting  the  exchange 
reaction by injection of GppNHp (RFU). 
Non‐ionic detergents are known to hinder small molecule aggregation that might lead to 
false  positives  and  to  suppress  promiscuous  inhibitor  action  in  general.[232]  Although 
many distinct detergents exist, predictions for a suitable amount and type of a detergent 
are  not  available  due  to  the  diversity  of  proteins  and  assays.[233]  Thus,  the  suitable 
detergent  had  to  be  identified  by  try‐and‐error.  Supplementation  with  Tween20  was 




Tween20 were disadvantageous. Comparable  results  to  0.25 % Tween20 were  obtained 
with  0.01 %  Igepal  or  0.05 %  Triton‐X100  (Section  8.4,  Supporting  table 12).  Since  both 










0.25 % Tween20  0.029 ± 0.002 [a]
2.5 % Tween20  0.023 ± 0.007 
Non‐ionic detergent  is known  to have beneficial  influence on HTS assays.  In order  to be used,  it had  to be 
tested  for  compatibility  with  the  assay  system.  The  other  assay  components  were  1 %  DMSO,  0.5 μM 




tolerance of  the assay was analysed. 2 ‐ 10 % DMSO  final  concentration were  tested  for 
their  impact  on  the  nucleotide  exchange  assay.  The  assay  volume  of  50 μL  and  the 
pipetting  volume  limitation  of  1 μL  by  the  screening  robot  assigned  that  at  least  2 % 
DMSO were necessary to avoid pre‐dilution of the compounds. Such a pre‐dilution step is 
undesired because additional pipetting steps  in  the screening procedure would  increase 
the  screening  time  and would waste  compound material.  In  addition,  the  number  of 
potential pipetting errors would naturally rise. The addition of 2 % DMSO decreased the 
exchange rate by about 33 % (Table 4). Higher concentrations affected the protein activity 




DMSO  w/o  2 % (v/v) 4 % (v/v) 10 %(v/v) [a]
exchange rate kcat/km [M‐1s‐1]  0.033  0.022 0.018  0.018 
relative change  0 %  33 % 45 %  45 % 
DMSO  in  the  assay  buffer  decreases  the  exchange  rate  indicating  that  it  had  an  inhibitory  effect  on  the 
catalysed reaction.  [a] At 10 % DMSO  the  fluorescence readout  is also affected and bore  the risk of readout 
disturbance. 
3.2.1.3 Z’ factor 
The amount of  false‐negatives and  false‐positives emerging during a screening needs  to 
be minimized.  It  has  to  be  avoided  to miss  active  compounds  or  to  have many  false‐
positives,  which  have  to  be  retested  in  follow‐up  experiments.  This  can  be  either 
guaranteed by performing  the HTS  in adequate numbers of  replicates or by using high 





















































































































































































































It mainly  consists of  compounds  following  the “Lipinski  rule of  five”.[234] The “Lipinski 
rule of five” gives a rough estimate if small molecules are likely to be orally active. Poor 
absorption of a molecule  is expected with  increased  likelihood when two or more of the 











exchange  reaction compared  to  the controls  (RFU = 1) was chosen as  the  threshold  for 










141 compounds  had  to  be  excluded  from  the  analysis  (data  not  shown)  because  of 
inaccurate  pipetting  by  the  robot.  For  these,  low  starting  signals  were  observed 
suggesting  that  less  or no Rab5c had been  added.  In  all  cases  the  sample volume was 








































































































































































































































































































































































































































































































































different  compounds.  The  kinetic  format  of  the  Rabex‐5GEF‐Rab5c  nucleotide  exchange 
assay  was  used  for  the  determination  of  IC50  values.  For  the  IC50  determination,  the 
nucleotide exchange assay was performed with 1 μM Rab5 and 20 nM Rabex‐5GEF yielding 











(excitation/emission).  To  determine  whether  the  observed  effects  were  due  to  the 
inhibitory  activity  of  the  compounds  or  solely  due  to  their  interference  with  the 
fluorescent readout, a radioactive nucleotide exchange assay was established. Radioactive 
GTP35S was used as nucleotide. Rab5c and the compounds were incubated with GTP35S 
in  presence  and  absence  of  Rabex‐5GEF.  The  proteins  were  separated  from  the  free 
nucleotide  by  native  SDS‐PAGE  and  the  radioactive  intensity  was  detected.  In  the 
presence of Rabex‐5GEF,  increased GTP35S binding  to Rab5c was observed.  In  this assay, 





























































































































































assay. The  incubation  time after  the addition of nucleotide  could not be determined as 
exactly  as  in  the  fluorescent  assay  with  the  Varioskan  plate  reader  that  injected  the 
nucleotide. Moreover,  the  amount  of  samples  that  could  be  processed  in  parallel was 
limited  to  seven  duplicates.  Thus,  only  three  concentrations  of  each  compound  were 




Rough  IC50  value  estimation  from  the  radioactive  assay data  resulted  in  IC50  values  of 
about  5 μM  for  JH5  and  30 ‐ 40 μM  for Gü321. The higher  activity of  JH5  compared  to 
Gü321 was  in  line with  the  observations  from  the  fluorescent  assay  although  for  both 




is  necessary  to  exclude  that  the  compounds  have  unspecific  effects.  To  address  the 
specificity  for  Rabex‐5GEF  over  other  GEFs  in  functional  assays,  the  compounds  were 
analysed in nucleotide exchange assays with several other GEFs and GTPases. Exchange 
assays with  the GTPase Arf1  and  the GEF Cytohesin‐2,  the GTPase Rab1  and  the GEF 
DrrA as well as the GTPase Rac1 and the GEF Vav‐1, respectively, were performed. The 
readout  of  the  Cytohesin‐2‐Arf1  nucleotide  exchange  assay  was  also  tryptophan 
fluorescence.  Therefore,  compounds  acting  unspecific  either  due  to  disturbance  of  the 
readout or unspecific behaviour towards other proteins can be eliminated. In addition, the 




Rabex‐5 and has a DH‐PH  tandem domain as catalytic domain  that  is distinct  from  the 
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plasmon  resonance  (SPR).  Thus,  preliminary  ITC  and  SPR  measurements  were 
performed. The SPR approach was not pursued after  the preliminary  tests due  to poor 
protein  stability after  coupling  to  the  sensorchip  (Section 8.7).  In addition,  the obtained 
signals were very small and hard to distinguish from the background. Since no functional 
biotinylated  compound  derivative  was  available  it  was  not  possible  to  couple  the 
compound  instead of  the proteins  to  the sensorchip. Noisy signals were observed  in  the 
ITC experiments lowering the reliability of the measurements (Section 8.7). Moreover, the 
ITC  data  reported  in  the  literature  were  often  obtained  by  using  at  least  one  of  the 
interaction partners in the millimolar range when the expected Kd was in the micromolar 
range.[236,  237] The compound solubility was found  to be well  in  the  two‐digit micromolar 
range  but  the  millimolar  range  could  not  be  reached  (Section 8.8).  Finally,  another 
approach was utilized  to perform binding studies: microscale  thermophoresis  (MST).  In 
MST, the interactions between biomolecules are determined by monitoring the migration 





required compared  to  ITC. Moreover,  the analytes did not have  to be  immobilized on a 




For  Rab5c,  however,  the  fluorescence measurement  of  the  nucleotide  exchange  assay 
resulted in ambiguous data. Hence, the radioactive assay was performed and in this assay 
Rab5c  could  be  loaded  with  the  radioactive  nucleotide  by  Rabex‐5GEF.  However,  the 
radioactive  signal  of  the  labelled  protein  was  lower  than  of  the  wild  type  protein 
suggesting reduced protein activity. This might be explained by differences in the protein 
concentration. Since  the amount of Rab5c  in each sample  limits  the maximal signal  that 
can be  obtained  in  this  assay,  small differences  in  concentration determination  already 
have a large impact. Therefore, the natural error from concentration determination might 
have a dramatic  impact on  the analysis of  these data when comparing different protein 
batches.  Secondly,  the  radioactive  assay  was  not  as  suitable  for  quantitative  data 
acquisition as the fluorescent assay (Section 3.3.1). Nevertheless, the label might influence 
the  activity  of  Rab5c  but  residual  activity  in  complex  with  Rabex‐5GEF  remained.  In 
conclusion,  it  is  plausible  that  a  potential  interaction  with  the  compounds  could  be 













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































a  can  be  fou

















































































































































































































































































































































































































































































a  para‐substitution  of  the  5‐phenyl  group was  found  to  be more  active  than  the  ortho‐
substituted compound (CCV). However, the substituents in para‐ and ortho‐position were 






A  dimeric  JH5‐derivative  (JH5‐B‐dimer)  inhibited  the  Rabex‐5GEF  catalysed  nucleotide 
exchange  on  Rab5c  with  equivalent  potency  as  JH5.  The  comparable  activity  of  all 
available ‐S‐S‐bridged dimers like the JH5‐A‐dimer, the JH5‐B‐dimer and the JH5‐C‐dimer 
indicated  that  the  thiol group can be  replaced by a disulphide  form without significant 
loss  or  gain  of  activity.  A  similar  behaviour  was  observed  for  an  inhibitor  of  the 
Cholesteryl ester  transfer protein which was active  in  its disulphide or  thiol  form.[240,  241] 
The  isopropyl  thioester of  this compound, also known as  JTT‐705  (Dalcetrapib) showed 
similar potency as the corresponding disulphide and was used for in vivo assays.[241, 242] To 
investigate whether a  likewise effect existed  for  JH5, an  isobutyl  thioester derivative of 
JH5  (JH5‐E)  was  analysed  in  the  Rabex‐5GEF‐dependent  Rab5c  activation  assay 
(Figure 34A, B). JH5‐E inhibited Rabex‐5GEF with an IC50 of 3.0 μM which corresponds to a 
sevenfold  loss  of  activity  with  respect  to  JH5  (Figure 34A).  Nevertheless,  this  result 
indicated  that  the  thiol  group  at  position R3  can  be  replaced  by  a  thioester without  a 
complete  loss of activity. The reduced activity compared  to  JH5 can be explained by an 
equilibrium between hydrolysed (equivalent of JH5) and non‐hydrolysed form of JH5‐E. 
Decreased specificity was observed for JH5‐E compared to JH5 since it was also active on 
the  nucleotide  exchange  of  Cytohesin‐2‐Arf1  (Figure 34C).  The  fact  that  the  other 
nucleotide exchange reactions  (Vav‐1‐Rac1, DrrA‐Rab1, Figure 34D, E) were not affected 
underlines the observation that JH5‐E has similar specific characteristics as JH5. 
To  investigate whether  a  distinctly  bridged  dimeric  JH5‐derivative was  active,  a  JH5‐
dimer  in  which  the  disulphide  moiety  was  substituted  by  a  ‐CH2‐CH2‐ bridge  was 
synthesised. However, this compound was found to be insoluble and could not be tested 
under the assay conditions with aqueous buffer.  
A  ‐S‐CH2‐S‐bridged dimer  (JH5‐N‐dimer) was modified  at  the position R2:  the phenol‐
substituent was replaced by an amino‐group (Figure 35A). The JH5‐N‐dimer did not bind 
to  Rabex‐5GEF.  The  corresponding monomer  JH5‐N  had  reduced  affinity  to  Rabex‐5GEF 
compared  to  JH5  but  showed  interaction  that  reached  the  saturation  (Figure 35A). The 
reduced affinity of JH5‐N compared to JH5  indicated that the primary amine at position 






































































































































































































































































































and  biotin  might  have  modified  JH5  to  a  greater  extent  than  intended.  Hence,  this 
compound was not used in this study because the comparability with JH5 was not given. 
Instead, the analysis of the potentially covalently JH5‐labeled protein was investigated by 
mass  spectrometry.8 A mass  shift  of  297 Da  upon  addition  of  JH5  to  the  protein was 





was  detected  clearly  (Figure 37A).  The  protein mass was detected with  z = 1  (31471.6), 
z = 2,  (15720.9)  and  z = 3  (10470.2). A  second  experiment  (Section 8.11)  resulted  in  the 
observed masses of z = 1 (31457.2), z = 2, (15750.1) and z = 3 (10506.2). The theoretical mass 
for  this  Rabex‐5GEF  protein  construct was  31393.0 g/mol. No mass  shift  of  297 Da was 
visible  after  treatment  of  the  protein with  JH5  (Figure 37B)  as  it was  observed  by  the 
perfect overlay of  the mass spectrum with and without  JH5. This observation  indicated 
that no reaction with the compound occurred. 
Figure 37C shows  the mass of Rab5c with z = 1  (21120.5) and z = 2  (10555.5) as negative 
control. The theoretical mass of this Rab5c construct was 21035.9 g/mol. The mass spectra 
of  the  sample  treated with  JH5 and  the DMSO  samples were  found as a perfect match 
(Figure 37C). As expected, a mass shift corresponding to the size of JH5 was not found. 
For  both  proteins,  the  theoretically  calculated  protein mass  and  the  observed masses 
showed small differences  (Table 6). Since  the measurement  fidelity of  large molecules  is 
less exact than of small ones these mass differences were not unexpected. Salt adducts are 
typically  observed  in mass  spectrometry  and  result  in masses  that  are  larger  than  the 
theoretically  calculated  values.  In  addition,  the mass  addition  can  be  explained  by  the 
presence  of modifications  of  the  proteins  as  for  example  also  observed  in  the MS/MS 
experiments  (see below). Amino  acids  can be oxidized,  e.g.  cysteines  can  from  sulfenic 
acids,  sulfinic  acids  or  even  sulfonic  acids  resulting  in  the  addition  of  16,  32  or  48 Da, 
respectively.  Other  amino  acids  like  proline  or  methionine  can  be  oxidized  as  well. 
Moreover,  the width  of  the  peaks was  large due  to  resolution  limitations  at  this mass 
range and  the presence of salt adducts. This allowed  the calculation of  the maximum of 
the protein mass peak while the signal was distributed around this maximum. Hence, the 
mass values obtained  in  these experiments were  in  the expected range of  fidelity and  it 
was possible to detect the proteins properly. 






























































Rab5c  21035.9  1  21120.5  84.6 
2  10555.5  75.1 




The  analysis  of  digested  protein  has  the  advantage  of  generating  smaller  peptide 








were  found.  Propionamide modifications  are  presumably  introduced  during  the  SDS‐
PAGE by an undesired  reaction with acrylamide. The MS data obtained  for Rabex‐5GEF 
revealed  no modification  of  the  size  of  JH5. However,  the  sequence  coverage was  not 
complete and not all  cysteine‐positions were  covered  in  these measurements. Although 
the overall sequence coverage was high with > 80 % and would have been sufficient  for 

























































































































The  sequence  coverage  in  the  peptide  identification  mass  spectrometry  is  illustrated.  Identified  peptide 
sequences are highlighted with grey background, and cysteines are shown  in enlarged, bold  letters. In both 





the  strong  acid TFA. Therefore,  after  incubation  of  the  protein with  the  compound  all 
cysteine residues were modified by  the use of acrylamide. The  intention was  to  identify 
the  cysteine  residue  to which  JH5 was  bound  by  its  unavailability  for  alkylation.  To 
increase  the  accessibility  of  the  cysteines,  the  samples  were  incubated  with  urea. 
Alkylation with acrylamide  results  in propionamide  (PA) modification of  the  cysteines. 
Subsequently, the samples were reduced to remove the hypothetically bound JH5 and the 
protein was treated with iodoacetamide to create carbamidomethyl (CaM) modifications. 
In  theory, all cysteines  that have been modified by CaM are candidates  for  the binding 
site of JH5. Alternatively, these cysteines might be engaged in disulphide bridges. 
This  alkylation  approach  (Figure 40)  resulted  in  distinct  modification  profiles  for  all 
cysteines. For the sample treated with JH5 in the absence of urea (+JH5,‐urea) the amount 





(Figure 40A, C)  shows  that  urea  treatment  increased  the  amount  of  PA modifications. 
Hence,  the  accessibility  of  the  cysteines  was  increased  by  the  urea  treatment  as 
anticipated. In the urea treated JH5 and DMSO samples (Figure 40C, D) a reduction of the 
PA modifications  on Cys132, Cys239  and Cys238 was  observed  in  the presence of  JH5 
suggesting that these cysteine residues have been unavailable to the addition of PA. This 
implies an interaction with JH5 at the time of the reaction. 




















































































































































was  targeted  by  JH5  was  complemented  by  the  use  of  several  mutated  Rabex‐5GEF 
proteins9  with  cysteine  to  serine  replacements  (Figure 41A, B).  All  cysteine  to  serine 
mutants  showed  reduced  activity  but  none  of  them  had  completely  lost  its  activity 
(Section 8.10). The proteins were investigated for the inhibition by JH5. The Rabex‐5GEFCS 
protein with  replacement of all eight cysteines  to serines was not  inhibited by  JH5. The 
Rabex‐5GEFCSN protein,  in which  the N‐terminal  cysteines were  replaced by  serine was 
affected by JH5  in a comparable manner  to  the wildtype Rabex‐5GEF. The Rabex‐5GEFCSC 
protein with replacements of the C‐terminal cysteines was only slightly inhibited by JH5. 
These observations  indicated  that one or more of  the C‐terminal  cysteines  are  likely  to 
contribute  to  the  interaction  with  Rabex‐5GEF.  These  findings  are  in  line  with  the 




might  be  explained  by  the  poor  sequence  coverage.  It was  not  possible  to  detect  the 
C‐terminal cysteine residues of Rabex‐5GEF in this experiment. 









































































































The  long  term  goal  was  the  application  of  the  identified  Rabex‐5GEF  inhibitors  in  an 
intracellular  environment.  Preliminary  experiments  were  performed  to  estimate  the 
intracellular  applicability  of  JH5.  The  observation  that  JH5  was  inactive  in  a  DTT 
containing  environment  (Section 3.3.3)  had  pointed  out  that  this  application might  be 
challenging.  In  the  following  sections  (Section 3.5.1 ‐3.5.5),  several  intracellular  assays 
monitoring the activity of Rab5 are presented. 
For several cellular assays, the overexpression of Rab5 and Rabex‐5 was necessary. Rab5a 
















Flag and  the endogenous Rab5 were pulled more effectively  from  the  lysate when  they 
were  loaded  with  a  non‐hydrolysable  nucleotide  like  GTPS  compared  to  GDP 
(Figure 42B). However, comparison of  the Rab5 pull‐down  from  the GDP and GTP pre‐
loaded  cell  lysates  revealed  no  difference.  The  non‐hydrolysable  GTPS  treatment 
induced  the  strongest Rab5  pull‐down. This  indicated  that  hydrolysis  occurred during 
assay performance  in  the GTP  sample. The  results with  the  endogenous Rab5  and  the 
transfected  Rab5Flag were  congruent.  Since  no  benefit  from  Rab5  overexpression was 
observed,  the  assay  was  subsequently  optimized  without  Rab5  overexpression. 
Shortening  the  incubation  time reduces  the  time  in which hydrolysis can occur. Despite 
the  reduction of  the  assay performance  time  to  about  10 minutes  in  total no difference 
between  the GDP  and GTP  sample was  visible  (Figure 42C).  In  conclusion,  this  assay 
format was not  suitable  to monitor Rab5  activation  in  cells  and  this  approach was not 
pursued further. 
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HeLa cells were chosen because  they were known  to contain Rabex‐5  (15 nM, 3 mg/mL 
lysate).[95] This assumption was  confirmed by western blotting. HeLa  cells were  treated 
either with DMSO or compound overnight,  followed by EGF stimulation, cell  lysis, and 
western  blot  analysis  to  quantify  levels  of  EGFR  (Figure 43A, C). As  a  control  for  the 
successful  stimulation,  the  phosphorylation  status  of  the  receptor  was  analysed  by 
western  blotting with  a  phosphor‐Tyr1086‐EGFR  specific  antibody  (Figure 43B, D). The 
EGF  stimulation  resulted  in  a  time  dependent  loss  of  the  EGFR  signal.  The 
phosphorylation signal of the EGFR was maximal at three minutes EGF stimulation and 




investigate  the  endocytosis  of  a  receptor,  the  cells  were  incubated  with  the  cognate 
fluorescently  labelled  receptor  ligand.  Endocytosis  is  temperature  dependent,  at  4 °C 
almost no  receptors will be  taken up.[250] The  endocytosis of  the Transferrin  receptor,  a 
well  described marker  of  endocytosis,[251]  as well  as  the  endocytosis  of  the  EGFR was 
monitored. A direct link for the impact of Rabex‐5 on the transferrin receptor endocytosis 
is  not  known. Nevertheless,  the  Rabex‐5  interacting  partner  Rabaptin‐5  can  delay  the 
endocytosis of the transferrin receptor and provides an indirect connection.[48] In addition, 
Rab5  is  known  to  be  involved  in  the  transferrin  receptor  endocytosis.[116] As described 
previously,  Rabex‐5  had  been  implicated  in  the  regulation  of  the  EGFR  receptor 
(Figure 11).  
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addition,  no  cellular  effect  of  JH5 was  observed  in  several  assays.  Thus,  the  question 




The  inhibitory potential of  the  secondary hits was  estimated  in  the kinetic  form  of  the 
Rabex‐5GEF‐ Rab5c screening assay as  introduced  in Section 3.1.3. The kinetic  format  is a 
continuous assay type and provides more information than the endpoint detection assay 
belonging  to  the  class  of  stopped  assays.[253]  The  nucleotide  exchange  catalysed  by 
Rabex‐5GEF was  investigated  in the absence and presence of 20 μM compound. For some 
compounds, IC50 values (Section 3.3.1) were determined to enable comparison. 
Moreover,  as  indicated  in  Section 3.3,  the  specificity  of  the  compounds was  analysed. 




Dependent  on  their  inhibitory  activity,  specificity,  and  compound  quality,  the  hit 
compounds were classified either  to be  lead compounds or  to be excluded  from  further 








K1.03.F10  was  active  in  the  Rabex‐5‐Rab5c  nucleotide  exchange  assay  (Figure 47A). 
However, it was additionally active in the Cytohesin‐2 mediated nucleotide exchange and 
the  Vav‐1‐Rac1  nucleotide  exchange.  (Figure 47B,  Supporting  figure 13F).  This 
observation suggested non‐specific activity which was supported by several descriptions 
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K1.05.F02 was active  in  the Rabex‐5GEF mediated nucleotide exchange assay. The  IC50 of 
2.8 μM  (95 %  CI  2.2 ‐ 3.7  μM)  was  about  seven  times  higher  than  the  IC50  of  JH5 




thiols. Nevertheless,  it  inhibited  the Rabex‐5GEF‐Rab5c  nucleotide  exchange with  higher 





peak pattern  in HPLC  (Section 8.13.1). The correct mass was  found  in  the Gü61 sample 
while  the  library  compounds  mass  spectrum  showed  several,  smaller  masses 
(Section 8.13.2). Gü61 did not possess the same inhibitory activity as K1.05.F02 (Figure 50). 
This was addressed in radioactive nucleotide exchange assay with Rabex‐5GEF and Rab5c 
(Section 3.3.1) and  the MST assay  (Section 3.3.4). These assays  revealed  inhibition of  the 
Rabex‐5GEF mediated  nucleotide  exchange  by  interaction with  Rabex‐5GEF  by  K1.05.F02 








family  possessed  inhibitory  activity  in  the  kinetic  assay.  Since  their  properties  were 
comparable, the compound with the most promising activity had to be assigned. Several 
1,2,4‐triazole‐3‐thiols were synthesised and were  found  to be active. To choose one  lead 
compound  from  this  group,  IC50  values  were  calculated  from  dose‐response 
measurements (Table 7). C4.30.H05, also referred to as JH5 in its re‐synthesized form, was 
found to be the most active compound with an IC50 of 0.3 μM (95 % CI 0.2 ‐ 0.4 μM).  
The  1,2,4‐triazole‐3‐thiol  compounds  with  exception  of  C4.30.B06  were  tested  in  the 
Cythesin‐2 mediated nucleotide exchange (Section 8.5). All of them possessed promising 
specificity: only C4.30.F05 was found to be active in the Cytohesin‐2 nucleotide exchange 













































































































































































































































































































































































































































































































This  table summarizes  the  results obtained  in  the process of compound validation. Table elements  that are 
highlighted  in  light  grey  represent  results  that  led  to  the decision  to  exclude  the  compound  from  further 
studies.  n.d. =  not  determined.  [a]  The  activity  of  the  compounds  on  the  Rabex‐5GEF‐Rab5c  assay  was 
monitored  in a kinetic  form of  the screening assay using 20 μM compound  (for  the corresponding data see 
Section 8.5). [b] The concentrations given represent the lowest concentration at which a significant effect was 
observed  in  the Cytohesin‐2‐Arf1 nucleotide  exchange. The  significance was  calculated using  the ANOVA 
with  Tukey  Post  Test  calculation  (GraphPad  Prism  software).  For  the  corresponding  data  see  Section 8.5. 
[c] The corresponding data to the Vav‐1‐Rac1 nucleotide exchange can be found  in Section 8.5. [d] C4.30.B06 
caused an  increase of  the  fluorescence  signal  in  the kinetic assay. This  is  likely due  to  compound  intrinsic 










The  molecules  JH5  and  Gü321  were  discovered  in  an  in  vitro  assay  monitoring  the 
nucleotide exchange on the GTPase Rab5c catalysed by Rabex‐5GEF. Their characterisation 





The  first step  in  the project was  the successful  in vitro production and evaluation of  the 
proteins of interest. The purification procedure for Rabex‐5GEF and Rab5c was shortened in 
comparison  to  the reported protocol  from Delprato et al. [136]  to be more appropriated  for 
the purification of  a  large batch of  active protein.  50 mg of pure Rabex‐5GEF  and  65 mg 
Rab5c were obtained  from  two  litre bacterial  culture:  enough  to perform  the  screening 
assay  as  well  as  the  post‐screening  verification.  Another  difference  to  the  original 
protocol [136] was  the  type  of  affinity  chromatography  used  for  the  Rab5c  purification. 
Delprato et al. used GST‐tagged Rab5c but  the construct had  later on been sub‐cloned  to 
avoid  the  necessary  cleavage  step  of  the  GST  tag  (Anna  Delprato,  personal 
communication).  That  the  presence  of  the  His‐tag  has  little  influence  on  the  protein 
activity became apparent as the activities of the proteins lay in the range reported in the 
literature.  
The  intrinsic  Rab5a  and  Rab5c  exchange  activity was  described  to  be  slow:  Tall  et.al. 
observed  about  20 %  nucleotide  exchange  for  Rab5a  and  roughly  30 ‐ 40 %  nucleotide 
exchange  for Rab5c  over  30 minutes.[81]  The  yeast  homolog  of Rab5, Vps21p,  has  been 
reported  to  have  a  stronger  intrinsic  activity  (~50 %  in  30 minutes).[257]  The  intrinsic 
activity of Rab5c was measured in the nucleotide exchange assay based on the tryptophan 
fluorescence of  the GTPase  (Section 3.1.3). Here,  a decrease of  fluorescence of  12 ‐ 25 % 
over  ten  minutes  was  observed  (calculated  from  the  RFU  data  in  Figure 15  and 16). 
Furthermore, a measurement spanning two hours revealed an intrinsic exchange activity 
of  about  50 % within  30 minutes  (Section 8.3).  Thus,  the  intrinsic  nucleotide  exchange 
activity  of  the  Rab5c  protein  was  found  to  be  consistent  with  the  observed  intrinsic 
nucleotide exchange rates from literature.  
To compare enzyme activity of Rabex‐5GEF, the ratio of kcat/Km was used. kcat is the catalytic 
constant  for  the  conversion  of  substrate  to  product  and  Km  the  Michealis  constant. 
Although  it  is under discussion whether  this ratio  is useful  to compare  the efficiency of 
different enzymes because the rate is partially depending on the reaction conditions,[258] it 
was  a  valid  measure  in  this  study  as  the  same  proteins  were  used  under  similar 
conditions. Delprato  et  al. [136] determined  2.3 x 104 M‐1s‐1  as kcat/Km  compared  to  the here 
observed  ratio  of  5.7 x 104 M‐1s‐1  (± 0.3 x 104 M‐1s‐1)  as  plotted  in  Supporting  figure 16 




differences  in  the  assay  preparation,  e.g.  the  presence  of  Tween20.  Moreover,  the 
increased  protein  activity  observed  here  might  be  due  to  the  shortened  protein 
purification protocol that treated the proteins more gently. In summary, a dose‐dependent 
nucleotide  exchange  for GppNHp  on Rab5c  by Rabex‐5GEF was  shown  in  the  expected 
range  of  reaction  efficiency.  Thus,  the  aim  of  producing  a  sufficient  amount  of  active 




Screening  compound  libraries  is  a  fairly  new  discipline  flourishing  since  the  early 
1990s.[176,  259]  Although  widely  used,  there  is  no  standardized  concept:  the  screening 
approaches differ  in  assay design  and  formats,  readout  techniques,  library design,  etc. 
However,  one unifying  idea  is  the  “magic  triangle  of HTS”:  time,  cost  and quality  are 
considered  in most  approaches.[259]  The  advantage  of  an  assay monitoring  the  protein 
activity  over  assays  aiming  for  the  detection  of  interaction  is  that  binding  of  a  small 
molecule  to  the  target  protein  not  necessarily  leads  to  inhibition.  There  are  several 
examples  of  screenings  to  identify  protein  binding molecules,  e.g.  by  using  fragment 
based  lead  discovery  (FBLD)  or  aptamer‐displacement  assay  based  on  luminescent 
oxygen channelling (ADLOC),  in which more compounds were found to bind the target 
than to inhibit the protein function.[192, 260, 261] Furthermore, many methods for detecting the 
interaction  of  small  molecules  with  proteins  are  based  on  labelled  proteins,  e.g. 
fluorescence  polarization,  small  molecule  microarrays,  or  fluorescence  correlation 
spectroscopy.[262]  This  is  due  to  the  fact  that  reactions with  either  labelled  proteins  or 
compounds  are  often more  sensitive  and  better  to  observe.[263]  The  drawbacks  of  label 
introduction are extra synthetically efforts and the risk of changing the properties of the 
molecule by  the  coupling  reaction.[181] Thus,  an additional  advantage of  the Rabex‐5GEF‐
Rab5c screening approach, besides being a functional assay, is that the proteins were not 
altered  by  addition  of  a  fluorescent  label. A  potential  disadvantage  of  the Rabex‐5GEF‐
Rab5c  nucleotide  exchange  assay was  the  presence  of  two  proteins which  allows  the 
identification of inhibitors of Rab5c, Rabex‐5GEF or the complex of both. This question had 




screening  assay. Only  addition  steps  and no disadvantageous washing  steps had  to be 
performed. However,  the centrifugation step had  to be performed manually and should 
be  automated  or  optimized  for  screening  larger  libraries with  this  assay  in  the  future. 








of small molecules,  to decrease  the  identification of promiscuous  inhibitors, and to keep 
membrane  proteins  in  solution.[232,  233]  The  presence  of  0.25 %  Tween20  increased  the 
exchange  rate and decreased  the variation between  the samples providing an  increased 
measurement  window  (Section 3.2.1).  The  interaction  of  protein  with  polystyrol,  the 
material of  the assay plates, was described  to be most efficiently blocked by presence of 
detergent in concentrations above the critical micelle concentration.[264] 0.25 % Tween20 is 
above  its  critical  micelle  concentration  of  0.06 mM  (about  0.01 % (v/v))  according  to 
manufacturer’s  specifications.  Hence,  it  is  likely  that  the  detergent  diminished  the 
interaction of the proteins with the assay plate to form a homogeneous protein population 
and  increase  protein  activity.  The  presumed  formation  of  a  homogeneous  protein 
population  in  the presence  of  0.25 % Tween20  explains  also  the  low variation between 
distinct samples. Other assay systems have been reported that suffered a reduction of the 
enzymatic  activity  upon  use  of  detergent  concentrations  above  the  critical  micelle 
concentration.[265] Since this was not the case for the Rabex‐5GEF‐Rab5c nucleotide exchange 
assay, 0.25 % Tween20 was chosen for the screening assay. The fact that the assay not only 
allowed  the  presence  of  a  detergent  but was  improved  by  its  presence  highlights  the 
beneficial choice of 0.25 % Tween20 as detergent. It was anticipated that less promiscuous 
inhibitors would  be  identified  during  the  screening  procedure  compared  to  an  assay 
without Tween20. As discussed in Section 4.7 this hypothesis was found to be valid. 
The presence of DMSO, even at concentrations below 3 %, may affect protein folding, and 
enhance  protein  aggregation  or  denaturation.[266]  Nevertheless,  DMSO  is  used  as  the 
solvent of the library compounds. Hence the screening assay has to tolerate at least small 
amounts  of  DMSO.  At  all  tested  concentrations  (2 % ‐ 10 %),  the  addition  of  DMSO 
disturbed  the  nucleotide  exchange  activity.  Since  77 %  residual  protein  activity  was 
sufficient for the screening assay the desired DMSO concentration of 2 % could be used.  
The Z’ value  is a measure of  robustness of a  screening assay.[231]A Z’‐value of 0.52 was 
obtained  with  the  Rabex‐5GEF‐Rab5c  screening  assay.  It  indicated  that  the  assay  is  in 
general suitable for a screening. A higher value was not obtained by further optimisation 
of  incubation  times,  temperature  during  assay  preparation  and  incubation,  or  distinct 
detergent choice. The  limitation of assay optimization potential can be explained by  the 
small separation band between  the positive and  the negative control:  in  the Supporting 
figure 15 (Section 8.3)  the maximal signal of nucleotide exchange was demonstrated  in a 
Rabex‐5GEF‐Rab5c assay. In the screening assay this maximal signal was already reached. 









In  target based approaches using  in vitro assays with purified proteins,  the screening of 
libraries with  10,000  to  1,000,000  compounds  yields  usually  about  10  to  100  primary 
candidate hits.[175] This corresponds to up to 1 % of the library. The same rates might apply 
for  cellular  assays,  for  example,  in  the  Ras‐inhibitor  screening  yielding  the  MPC 
compounds (Section 1.5.2) about 1 % primary hits were found.[200] The primary hit range is 






might yield more hits. However,  the yield of only 73 primary hits  (0.6 % of  the  library) 
confirmed that the choice not to spend further time on assay optimization was advisedly. 
Moreover,  the  here  obtained  hit  rate  of  0.6 %  fits  the  general  expectations  received  by 
literature study.  
4.2.4 Re‐screening of hit compounds 
The  re‐screening process was performed manually  and  all primary  hits were  tested  in 
quadruplicates.  Hits,  showing  high  intrinsic  fluorescence  (RFU  >  40)  were  either  not 
confirmed  in  the  re‐screen or not considered  to be worth pursuing after analysis  in  the 
kinetic  assay.  Therefore,  it  would  have  been  possible  to  shorten  the  analysis  of  the 
screening data by introduction of a second cut off excluding all compounds with intrinsic 
fluorescence  (Figure 52).  Thereby,  the  sensitivity  of  the  assay  towards  fluorescence 
variation is taken into account. If it had been applied directly after the screening it would 
have  reduced  the  number  of  hits  to  43 primary  hits  (0.3 %).  This  second  hit  definition 
would  have  reduced  the  amount  of  compounds  that  have  to  be  analysed  after  the 
screening  process  and  therefore  would  have  been  time  efficient.  In  future  screening 
approaches using  fluorescence  readout  in  the UV  range  this  second  threshold  could be 
applied.  Considering  the  results  of  this  re‐screening  process  it  seems  unlikely  that 
promising  structures would  be missed  by  omitting  all  fluorescent  hits.  Certainly,  this 
threshold  for  fluorescence  is  artificial  but  it  contributes  to  the  classification  of  the 
compounds  and  appears  to  be  accurate  enough  to  reduce  the  number  of  fluorescence 
artefacts.  
The observation  that  compounds  can  interfere with  the  fluorescent  readout of an assay 
was not unexpected. In screening assays using fluorescence readouts it was observed that 
several  primary  hits  have  to  be  excluded  due  to  their  fluorescence  characteristics.  For 
example,  in  a  study  using  fluorescence  polarization  to  monitor  ligand  interaction  at 
GPCRs  about  2 %  initial  hits were  found, most  of  them  fluorescence  artefacts.[267]  For 






Rabex‐5GEF‐Rab5c assay. The auto‐fluorescence of  the  compounds  can disturb  this assay 
because UV fluorescence was used as read‐out wavelength. The UV fluorescence range is 
known  to  be  the  characteristic  absorbance  range  for  many  small  molecules.[269] 
Compounds  with  high  auto‐fluorescence  were  observed  to  change  the  starting 
fluorescence  and  to  produce  higher  variations  in  the  RFU  values.  For  several 
compounds, the auto‐fluorescence resulted in unreliable RFU values outside of the range 
of  the  controls  (Figure 19/20).  This  illustrated  the  side  effect  of  the  assay  using  a 
fluorescent  readout  in  the  UV  wavelength  range.  However,  the  use  of  a  radioactive 
nucleotide  exchange  assay  in  the  lead  characterization  process  ensured  that  the 
compounds  were  not  merely  fluorescence  artefacts  (Section 3.3.1).  Nevertheless, 
compared to the radioactive assay, the handling of the tryptophan fluorescence assay was 
more convenient. In the radioactive assay the number of samples that can be processed in 
parallel  was  limited  to  seven  duplicates.  Thus,  this  assay  would  have  been  an 
unfavourable alternative starting point for the establishment of a screening assay. 
In general it might be indicated to avoid screening with assays of fluorescence readout in 




a  nucleotide  exchange  assay with  a  fluorescent  nucleotide.  Finally,  the  identified  hits 




collected  for  each  compound. However,  replicates  or  full  dose‐dependency  curves  are 
very time and material consuming.[181] In conclusion, the choice between high quality data 
and the amount of compounds that can be tested will always have to be balanced in any 
HTS approach.  In case of  the Rabex‐5GEF assay  it was decided  to  test  the compounds  in 
single values since this option was in due proportion to time and effort. 
The  rate  of  false  positive  hits  was  about  66 %.  The  initial  hypothesis  that  the  false 
positives  are  caused  by  fluorescence  disturbances,  was  not  confirmed.  The  hits  were 
examined according to their intrinsic fluorescence level and the amount of false positives 
revealed comparable rates (Table 9). This finding indicates that the false positive hits are 
likely  to  be  caused  by  assay‐related  characteristics  while  the  fluorescence  of  the 
compounds played a minor role. In addition, overestimation of the activity of compounds 
can occur if precipitated material is transferred to the assay and solubilized there.[271] Also, 
false  positives might  arise  from  aggregating  compounds,[232]  although  the  presence  of 
Tween20  in  the assay should prevent compound aggregation.  Inaccurate robot  function, 
which had become apparent as 141 samples had to be excluded due to  incorrect sample 






























































































































































































































































to observe  inhibition (Section 8.6). This might  indicate  that  the compounds are  targeting 
Rabex‐5GEF rather  than Rab5c as described before  for other cases  like  the small molecule 
inhibiting  SOS‐mediated  nucleotide  exchange  activity.[192]  The  hypothesis  that  JH5 
interacts with  Rabex‐5GEF was  supported  by  the MST  data. No  binding  to  Rab5c was 
detected. 
All MST and functional assay data of this study complemented each other convincingly as 







at  this  point  of  the  study.  It  was  found  to  inhibit  the  Cytohesin‐2  mediated  Arf1 
activation.  This  effect was  confirmed  in MST  experiments  and  the  impact  observed  in 
MST was even more drastic than in the functional assay. The fact that Gü321 acted non‐
specific  was  not  entirely  surprising  because  specificity  limitations  are  a  general 
observation  when  applying  small  molecules.[181]  The  lower  activity  on  Rabex‐5GEF 
combined with a  less favourable specificity might have been  tolerated. However, Gü321 
was  as  sensitive  towards  supplementation with  the  reducing  agent  DTT  as  JH5.  The 






The  interaction of  JH5 with Rabex‐5GEF was observed  in MST using  fluorescein‐labelled 
and Alexa‐647‐labelled protein. Alexa‐647 labelled Rabex‐5GEF was also bound by JH5 and 













Although  the  mechanisms  of  GEF  domains  function  are  relatively  similar,[23]  it  was 
possible  to  identify  the  small  molecule  JH5  that  can  selectively  inhibit  Rabex‐5GEF 
nucleotide exchange but does not interfere with Vav‐1, DrrA and Cytohesin‐2 nucleotide 
exchange.  Due  to  the  similarity  in  the  catalytic  mechanism,  Cytohesin‐2  and  DrrA 
represent quite rigorous controls. Nevertheless, how well JH5 might discriminate between 
Rabex‐5  and  other  Vps9  domain  containing  RabGEFs  remains  to  be  investigated. 
Certainly, a high  specificity of  JH5  for Rabex‐5GEF over other proteins can be concluded 
from  the  fact  that  JH5  can  discriminate  GEFs with  similar  enzymatic mechanisms  as 
Rabex‐5. Of course it is possible that JH5 targets other proteins which have not been tested 
here  and  which  do  not  necessarily  have  to  be  GEFs.  To  investigate  this  question 
compound‐centric  chemical  proteomics  could  be  performed.[273]  In  this  approach  the 
compound  is  conjugated  to  a matrix  and  incubated with  a  biological  sample,  e.g.  cell 
lysate.[273‐275] After  the  elution of  the  captured proteins  the  sample  is  submitted  to mass 
spectrometry  analysis.[273]  Admittedly,  this  approach  requires  a  biotinylated‐JH5  or 
another  JH5  derivative  that  can  be  coupled  to  a  matrix  without  loss  of  activity. 
Alternatively, Drug Affinity Responsive Target Stability  (DARTS) could be applied  that 
utilizes the stabilising effect of small molecules interaction on its target protein to isolate 
binders  from  complex protein mixtures.[276] A biotinylated  JH5 derivative was available 
but not used in this study since it did not show the same properties as the unmodified JH5 
(Section 8.7).  Since  the  cellular  applicability  of  JH5 was  not  proven  at  this  time  of  the 




By  comparing  the  activity  of  JH5  and  several  derivatives,  hypotheses  concerning  the 
structure  activity  relationship  (SAR) were  established.  In  general  it  is  expected  that  a 
molecule possesses substituents that show a flat (continuous) SAR and others that have a 
steep  (discontinuous) SAR.[277] Regarding modifications at  the  thiol group at position R3 
the SAR was observed to be steep. Exchange of the sulphur for oxygen and modifications 




However,  regarding  the  triazole substituents at position R1 and R2  the SAR was  rather 









increase  the understanding of  the SAR.  Importantly,  further para‐substituted derivatives 
could yield more potent compounds because this substitution at position R1 appeared to 
influence the activity of the compounds positively. To establish the relationship between 
the  size  of  the  para‐phenyl  substituent,  e.g.  to  compare methyl‐groups  in  para‐position 
with  tert‐butyl  substituents,  a  CCJ‐derivative  carrying  a  phenyl‐group  at  position  R2 
would be enlightening. 
The hypothesis  that  a dimer‐shaped molecule, which  fits  into  a  corresponding binding 
pocket, is the active component was tested by the synthesis of several dimeric molecules. 
Four  kinds  of  bridges  between  the  triazole‐cores  were  used:  ‐CH2‐CH2‐,  ‐CH2‐S‐
‐CH2‐S‐CH2‐, and ‐S‐S‐. All molecules containing a ‐CH2‐group in their bridge were found 
to be  less soluble than the  ‐S‐S‐molecules. The  ‐S‐S‐molecules JH5‐B‐dimer, JH5‐C‐dimer 
and  JH5‐A‐dimer  were  found  to  be  as  active  as  their  corresponding  monomers. 
The  ‐CH2‐S‐,  the  ‐CH2‐S‐CH2‐,  and  the  ‐CH2‐CH2‐  bridged molecules  should  be  stable 
under reducing conditions in contrast to the –S‐S‐bridged dimers. The ‐CH2‐CH2‐molecule 
was not soluble enough  to be analysed  in presence of  the assay buffer. The  ‐CH2‐S‐ and 
the  ‐CH2‐S‐CH2‐ molecules were  soluble  enough  to  be  tested. However,  they  did  not 
interact with Rabex‐5GEF. For the ‐CH2‐S‐CH2‐bridged compound JH5‐N‐dimer it has to be 
considered  that  the  length  of  the  bridge was  increased.  This might  affect  the  activity 
negatively since the two triazole centres and their substituents of both sides of the dimer 
will  be  a  distinct  distance.  The  impact  of  that modification  cannot  be  read  from  the 
obtained data. However, this consideration was not relevant in case of the ‐CH2‐S‐bridged 
CS‐dimer 1 and CS‐dimer 2. Here, it cannot completely be ruled out that the modification 
of  the  triazole ring and  the  lack of a substituent at position R2 were responsible  for  the 
inactivity of both CH2‐S‐bridged dimers. To compare  these molecules properly, diazole‐
monomers should be analysed.  
Of  all  CH2‐S‐bridged  dimers,  the  CS‐dimer 3  showed  maximal  similarity  with  JH5. 
Nevertheless,  it was found to be  inactive. Since the solubility of this molecule decreased 
over time in DMSO as well as in aqueous solutions (Section 8.8) all experiments with this 
compound  were  performed  directly  after  solubilizing.  It  is  possible  that  compound 
concentrations  in  the  higher  micromolar  range  might  be  accompanied  by  solubility 
problems. Nevertheless, if this stable, dimeric form of JH5 should have activity emerging 
from  its  shape  its  potency  should  be  increased  since  dimerization  in  solution  is  not 
required anymore. Hence, rather lower IC50 and Kd values were expected for this molecule 
at  a  concentration  range  that  should  not  be  accompanied  by  problems  in  solubility. 
Finally, all soluble, stable‐bridged dimer‐derivatives are  inactive, which strongly argues 
for  a monomeric mode  of  action  or  for  the  requirement  of  the  disulphide  rather  than 
demand for an overall dimeric shape of the molecule.  
The observation that JH5 was inactive under reducing conditions and that thio‐ester and 
disulphide groups could replace  the  thiol group at position 3 of  the 1,2,4‐triazole centre 
showed parallels to the report on the compound JTT‐705.[241] For this inhibitor, a cysteine 
residue  of  the  target  protein  was  suggested  to  be  important  for  the  activity  of  the 







JH5.  The Rabex‐5GEFCS  protein without  any  cysteine  residue was  not  inhibited  by  JH5 
arguing for a contribution of one or more cysteine residues to the interaction of JH5 and 
Rabex‐5GEF.  Rabex‐5GEF  CSN  (three  N‐terminal  cysteines  exchanged  for  serine)  was 
targeted by  JH5 with a  similar potency  as  the wild  type Rabex‐5. Rabex‐5GEF CSC  (five 
C‐terminal  cysteines  exchanged  for  serine)  was  only  slightly  inhibited  by  JH5.  In 
summary, diminished  activity of  JH5 was observed  for proteins  lacking  the C‐terminal 
cysteines. 
No  JH5‐sized  mass  shift  was  observed  in  MALDI‐TOF  measurements  analysing 
Rabex‐5GEF  and Rab5c as well as  in ESI‐MS measurements of peptides originating  from 
Rabex‐5GEF. The  observation  that no  JH5  addition  to Rab5c was  found  by MALDI‐TOF 
measurements was expected due to the results of the MST measurements. However, the 
fact that no addition was observed with Rabex‐5GEF, argued against a covalent interaction 
of  JH5 with  this  protein.  This  observation  contradicts  the  results  from  the  nucleotide 
exchange assays using the Rabex‐5GEF cysteine mutants.  
The sequence coverage obtained  in  the peptide mass spectrometry approach  (Figure 39) 
did  include  four of  the eight cysteines. However, all  four C‐terminal cysteines were not 
covered  in  the  identified  peptides. Hence,  no  conclusion  on  the  contribution  of  these 
cysteines  could  be  drawn  from  this  experiment.  Regarding  the  identified  cysteines,  a 
contribution to the interaction with JH5 seemed rather unlikely.  
In the light of the results with the cysteine mutant proteins it is tempting to speculate that 
either  the  Cys238  and/or  Cys239  significantly  contribute  to  the  JH5  interaction  with 
Rabex‐5GEF. Both cysteines were  found  to be  less alkylated by acrylamide  in presence of 
JH5  in  the mass  spectrometry alkylation approach which  indicated  that  these positions 
might be occupied by JH5. The observation that Rabex‐5GEFCSC was not as resistant to JH5 





in  whether  this  result  supports  the  hypothesis  of  these  cysteines  participating  in  the 
binding site of JH5. 
The  contradicting  result  from  the MALDI‐TOF mass  spectrometry  does  not  absolutely 
exclude  that a covalent  reaction product between  JH5 and Rabex‐5GEF  is  involved  in  the 
inhibition mechanism. The modification may represent a reactive  intermediate or  it may 
be acid‐labile. Admittedly,  it  is possible that the experimental conditions  in the MALDI‐
TOF experiment might have disturbed the interaction. In general, the sample preparation 
and MS measurements  include harsh conditions, e.g.  the  treatment with  the strong acid 
TFA, formic acid as well as high temperatures.  
By  increase  of  the  sequence  coverage,  e.g.  by use  of  additional digestion  enzymes,  the 








Rabex‐5  biology  it  was  of  interest  whether  the  compound  was  applicable  in  an 
intracellular  environment.  JH5  and  its  derivative  JH5‐E were  inactive  under  reducing 
conditions. Since  the cytosol  is known  to be a reducing environment [27]  the  intracellular 













Rab5  and  provides  stable  signals.  The  use  of  these  mutants  was  not  useful  for  the 
investigation  of  the  compounds  effect. Due  to  the  fact  that  the  potential  effects  of  the 
compounds on the activity of Rabex‐5 would not affect Rab5 mutants, the use of wildtype 
Rab5 was necessary. The protocol was shortened regarding the time for lysate preparation 
and  incubation according  to  the protocols of an analogue Rac assay  (Cytoskeleton,  Inc.) 
which had been successfully applied by the author before. This modification among other 
optimization  steps was  supposed  to  increase  the  difference  in  the  Rab5‐GDP  and  the 
Rab5‐GTP signal. However, this modification of the protocol was not successful. Since the 
difference  between  the  negative  and  the  positive  control  could  not  be  observed  the 
compounds were not  tested  in  this assay system. Obviously, several other Rab5 effector 
proteins  are  known  that  can  bind  active  Rab5  (Section 1.1.2).  However,  the  main 
contribution to the low difference between the GDP and the GTP control was probably the 
fast hydrolysis  of GTP  to GDP by Rab5  and  in  this  case  the use  of  a different  effector 
protein would not be indicated.  
Monitoring  the degradation of  the EGFR was considered  to be a suitable experiment  to 
detect  Rabex‐5  activity.  Rabex‐5  has  been  implicated  in  this  process  as  described  in 
Section 1.4.3.[141, 163] However, no effect of JH5 on the receptor degradation was observed. 
Since the HeLa cells contained Rabex‐5, the absence of an effect was unlikely to be due to 






In  the  internalization  assay,  the  reduction  of  endocytosis  of  the  EGFR  by  JH5  was 
promising  at  the  first  sight. However,  the  in  vitro  inactive  control  JH5‐O had  the  same 
effect.  This  argued  for  a  Rabex‐5  independent  effect  caused  by  the  presence  of  the 
compounds.  
Rabex‐5 was  reported  to  inhibit  the outgrowth of neurites as described  in Section 3.5.4. 
The  cells used  in  the  cited  study [247] were PC12  cells which have  been derived  from  a 
pheochromocytoma of the rat adrenal medulla. Compared to the cited literature, the used 
U87  cells which were  used  here  have  been  derived  from  a  glioblastoma.  Should  the 
Rabex‐5 effect be cell specific this would explain the lack of an inhibition by JH5. Hence, it 
might be more promising  to modify  the  conditions and  repeat  the  experiment  in PC12 
cells. However, Mori et. al.  reported  that  the number of dendrites was not affected  in a 
Rabex‐5  knockout  in murine  hippocampal  neuronal  cultures while  the  length  and  the 
outgrowth of  the dendrites was decreased.[138] These observations  indicate  that Rabex‐5 
influences  the neurite outgrowth  in  several cell‐types although not necessarily with  the 
same outcome. More  likely,  the  involvement of several other factors  in  the regulation of 
neurite outgrowth, e.g. the RhoGEF Trio, could weaken the effect by a potential Rabex‐5 




the same effect as  for  JH5 was observed with  JH5‐M. This strongly argues  for an effect 
that is independent of Rabex‐5 since JH5‐M is one of the inactive compounds in vitro. In 
general, compounds applied at higher concentrations have been described to be prone to 




the  level of PI3P might be  influenced by  several other  factors. Therefore,  this approach 
might not be  ideal for the  investigation of Rabex‐5  inhibition. The  level of PI3P on early 
endosomes  and  phagosomes  was  kindly  analysed  in  two  further  biochemical  assay 
systems  by  Andreas  Jeschke  (group  of  Professor  Dr.  A.  Haas).  Nevertheless,  both  assay 
systems  were  found  to  be  unsuitable  to  estimate  the  effect  of  the  compounds 
(Section 8.12). 
In  summary,  these  results do not  support  the  assumption  that  JH5  inhibits Rabex‐5  in 
living cells. Since Rab5 has several different  functions  for which  the relevant GEF  is not 
exactly known each assay by itself cannot proof the absence of an effect of JH5. For a proof 
of principle of the compounds activity in cells these indirect readouts are problematic. In 
absence  of  an  effect  the  question  remains whether  the  assay  system was  not  suitable. 
Nevertheless, none of  the results supported  the  intracellular applicability of  JH5. This  is 
likely due  to  the  fact  that  JH5  is not working  in a  reducing environment. Nevertheless, 




permeability,  the  compound  could  be monitored  by  fluorescent  detection  in  confocal 
microscopy.[279‐281] However,  unless  the  fluorescence  of  the  compound  can  be  used,  the 
modification  of  the  molecule  to  enable  visualization  might  change  the  compounds 
characteristics  and  data  interpretation  has  to  be  performed  carefully.  Introduction  of 
radioactive  isotopes  into  the compound of  interest should change of  their characteristics 
to a lesser extent. However, these approaches suffer from increased synthesis and security 
efforts. Alternatively,  the  parallel  artificial membrane  permeability  assay  (PAMPA),  in 
which  two  aqueous  compartments  are  separated  by  phospholipid‐coated  filters  to 




Finally,  the  cells  could  be  permeabilized,  e.g.  by  a‐toxin  or  digitonin,  to  enable  the 
compound to enter the cells.[285] Should an effect be observed under these conditions the 
compounds applicability could be optimized by targeted delivery or further efforts for a 
second  generation  of  Rabex‐5  inhibitors  might  focus  on  the  cell  permeability  of  the 
inhibitor.[286,  287]  The  thiol  group  of  JH5 might  even  pose  an  advantage  to  be  used  in 
disulphide  bond‐based  bio‐conjugation  as  strategy  for  delivery.[288]  To  increase  the  cell 
permeability  by  medicinal  chemistry,  the  introduction  of  groups  that  increase  the 




the  activity  of  the  compounds  in  the Rabex‐5GEF‐Rab5c  nucleotide  exchange  as well  as 
their specificity. Since active small molecules are likely to have unspecific effects [181, 273] the 
effects  of  the  compounds  on  nucleotide  exchange  reactions  with  distinct  GEFs  and 
GTPases was  included  in  the  compound  selection process. Several of  the  secondary hit 
molecules  were  found  to  be  active  in  the  Cytohesin‐2‐Arf1  (and  the  Vav‐1‐Rac1) 
nucleotide  exchange,  for  instance  the  compounds K1.03.F10, K1.13.F07,  and K1.16.C09. 





same biological  setup.[290]  It  even has been  suggested  to  increase  the  amount of  similar 
compounds  in  a  diversity  oriented  library  to  increase  the  chances  of  hit  identification 







inhibitors. Of  them, only C4.30.F05 and C4.30.A08 were  found active  in  the Cytohesin‐2 
nucleotide exchange with  the  first  significant effect at 20 μM or 2 μM,  respectively. For 
C4.30.A08 the unspecific effect was not confirmed when using re‐synthesised compound. 
The  effects  are  very  small when  considering  the  inhibition was  at maximum  25 %.  In 
conclusion, the effect on the Cytohesin‐2 nucleotide exchange was comparably weak. 





humidity  and  light,[293,  294]  and  should  be  counteracted  by  atmosphere  controlled 
compound storage.[295] This idea of active degradation products in the K1.05.F02 solution 
was supported by the observation of several minor peaks in the HPLC chromatogram. It 
would be possible  to  identify a degradation product  that  serves as active compound  in 
HTS  from  the  library  stock  by  analytical  methods  and  re‐synthesis.[296]  However,  the 
identification of this active compound would be very time consuming and was designated 
to  be  beyond  the  scope  of  this work. Moreover,  the  activity  to  specificity  ratio  of  the 
compound was not as promising as for the 1,2,4‐triazole‐3‐thiols and thus K1.05.F02/Gü61 
was excluded from further study. 
K1.16.C09  and  K1.17.C05  are  xanthine‐derivatives  and might  function  by  competition 
with GTP. However,  these  compounds were  excluded  from  analysis due  to minor  and 
unspecific  activity,  and  no  further  investigation  regarding  a  potential  inhibitory 
mechanism was pursued. 
After  the  selection  process,  two  hit  structures were  left  for  detailed  analysis:  JH5  and 
Gü321.  Gü321  was  later  on  excluded  due  to  specificity  limitations  while  JH5  was 




There are numerous  theories about  the properties  that  render a small molecule either a 
promising  or  an unsuitable  candidate. For  example,  several  signs  for  the unintentional 
aggregation‐based  inhibitory  mechanism  of  an  inhibitor  have  been  defined  by  Brian 
Shoichet and co‐workers.[297] Among them is the disturbance of activity or interaction by the 
addition of non‐ionic detergent or BSA  to  in vitro measurements,  the observation of an 
unusual  steep dose‐response  curve  leading  to  a Hill  coefficient  larger  than  one,  or  the 
formation of particles of 50 to 1000 nm size.[297‐299] Aggregation of drugs is not in all cases 
problematic:  for  example,  there  are  several  drugs  available  that  are  thought  to  be 
bioavailable  due  to  intensified  uptake  in  the  gastrointestinal  environment  in  the 





aggregated  state.[300] Although  aggregating  compounds might  sometimes  facilitate  their 
bioavailability,  the  absence  of  typical  signs  for  an  aggregation  based  inhibitory 
mechanism  is  in general considered an advantage. For  instance,  it was reported that the 
aggregation  inhibition  mechanism  involves  unfolding  of  the  protein.[301]  Also,  these 
compounds  are  not  very  well  suited  for  lead‐optimization  due  to  their  flat  structure 
activity  relationships.[297] Although  the  investigation  of  aggregation  was  not  the main 









aggregation‐based  mechanism.  Hence,  the  strategy  of  avoiding  the  identification  of 
promiscuous inhibitors by the presence of detergent in the screening assay as described in 
Section 3.2.1 had been successful. 
Furthermore,  small molecules are often  found  to have non‐specific effects,[181] especially 
on closely related proteins due to structural or functional overlap as for example observed 
for kinase  inhibitors.[302,  303]  In  this work, all specificity  investigations using distinct GEF 
proteins  in nucleotide exchange assays and a variety of proteins  in MST emphasise  the 
specific action of  JH5  (Section 3.3.2 and 3.3.4). As  indicated  in Section 4.3.2, a proteome 
wide  specificity  analysis  as well  as  the  investigation  of  other Vps9 domain proteins  is 









In  spite  of  its  excellent  specificity,  the  sensitivity  of  JH5  towards  reducing  conditions 
(Section 3.3.3) and the current absence of a proof of activity in cells (Section 3.5) challenges 
the use of  JH5 as  tool  to elucidate Rabex‐5 biology.  In  fact, either  the presented cellular 
assays  were  not  as  appropriate  for  monitoring  Rabex‐5  activity  as  anticipated  from 
literature or JH5 requires further  improvement before  it can be successfully applied  in a 
cellular environment.  
There are  several additional experiments  to monitor Rab5‐Rabex‐5 activity  in  cells. The 
overexpression of active Rab5 or Rabex‐5  increases  the size of  the early endosomes and 
the  effect  is  dependent  on  the GEF  activity  of Rabex‐5.[70,  143] Recently,  the  activity  the 
localisation of the small GTPase Rab17  in dendrites of mouse hippocampal neurons was 
reported to be dependent on Rabex‐5.[138] Should JH5 inhibit the nucleotide exchange with 
Rabex‐5GEF and Rab17  in vitro,  this cellular application might be suited  to  test JH5. Since 
Rabex‐5  forms  oligomers  with  Rabaptin‐5,  EEA1  and  SNAREs  to  stabilize  the  Rab5 
microdomain,  these  interactions  could  be  analysed,  e.g.  by  confocal  laser  scanning 
microscopy.[99] Also by  the use of microscopic methods, Mon‐1  recruitment  to  the early 
endosomes,  the  transition of Rab5  to Rab7 endosomes as well as  the disassembly of  the 
nuclear  envelope  could  be monitored.[15,  133,  154] Moreover,  the  production  of  recycling 
vesicles  is  negatively  regulated  by  the  Rabaptin‐5/Rabex‐5  complex  and  its  inhibition 
should  stimulate  the  formation of vesicles which can be monitored.[304] Finally,  the GEF 
activity  of  Rabex‐5 was  described  to  be  relevant  for  the  localization  of  Rab5  on  early 
endosomes.[63] 
Medicinal chemistry can be used to improve the oral activity of the compound and, in this 
case,  the  intracellular  applicability.[305]  The  structure  activity  relationship  (SAR)  study 
revealed  that  the  thiol  group  of  JH5  was  found  to  be  essential  for  its  function 
(Section 3.4.1).  It  is  likely  that  the  thiol group  is  responsible  for  the  sensitivity  towards 
DTT. Since all available compounds that lack a sulphur‐containing group had no activity 
this hypothesis  could not  be  tested. However,  the  replacement  of  the  thiol‐group  by  a 
thio‐ester or  a disulphide  is possible without noteworthy  loss of  activity. Nevertheless, 
these  compounds  share  the  sensitivity  towards DTT. Thus  the performed  SAR did not 
result in improved compounds at this point. The use of a thio‐ester (JTT‐705) to improve 
the  bioactivity  compared  to  a  corresponding  thiol‐  or  disulphide‐compound  was 
described in literature.[241] This compound was reported to be active in vivo.[242] However, 
the  target  protein Cholesteryl  ester  transfer  protein  is  located  in  serum  and  not  in  an 
intracellular  environment.[241]  Hence,  this  example  of  modification  to  improve  the 
bioavailability  of  disulphide/thiol  compounds  could  not  be  applied  for  the  Rabex‐5GEF 








at position R1 can boost  the activity of  the compounds compared  to phenyl compounds 
(Section 4.4). However,  the number of available compounds was not sufficient  to verify 
the exact properties that these substituents require. Nevertheless, the obtained results can 
be  used  to  guide  future  SAR  efforts.  For  instance,  several  larger  para‐substituents  are 
indicated to be investigated. 




by  the availability of a  co‐crystal  structure of Rabex‐5GEF  and  JH5. Moreover,  structural 
information  on  the  interaction  of  JH5  and  Rabex‐5GEF  would  also  shed  light  on  the 
inhibitory mechanism.  X‐ray  crystallization  efforts  have  already  been  initiated.14 Also, 
structural elucidation can be performed by NMR spectroscopy. An alternative, although 
less precise, possibility of binding site identification is the activity‐based protein profiling 




sites of  several  enzymes.[313]  It works  comparably  in  the  identification of protein‐ligand 
interaction  sites  and  should  be  applicable  to  define  the  area  of  inhibitor  binding  by 
identification  of modified  amino  acids.[314,  315]  Therefore,  in  addition  to  identifying  the 
proteins  of  the proteome  that  interact with  JH5,  the binding  side might be unravelled. 
Should  the  suggested  covalent  mode  of  action  of  JH5  be  confirmed  in  the  future 
(Section 3.4.2) a  JH5‐derivative with a detection  tag would provide a suitable  JH5‐probe 
for activity‐based protein profiling. Nevertheless, also without a covalent binding mode, 









can provide a starting point  to model potential  inhibitors  to  this protein cavity. Protein 
cavities are required for the binding of molecules and their identification will support the 
generation of improved inhibitors.[317] These cavities can provide a cleft for ligand‐binding 
with  multiple  interaction  possibilities  on  a  small  area  which  is  required  for  strong 
binding.[318] One example of successful  identification of a small molecule binding pocket 
was  provided  by  two  independently  performed  fragment  based  screens  targeting  Ras 
(Section 1.5.2.1).[192, 193]  





The  information  on  the  JH5‐Rabex‐5GEF  interaction  site  obtained  in  these  suggested 
experiments  could be used  for  the virtual  screening of  a  second generation of Rabex‐5 
inhibitors with more promising characteristics regarding  the  intracellular application.[319] 







second generation  inhibitors  and  showed  that  the  identified molecules  revealed  a high 
degree of structural diversity from the parental inhibitor.[321] This underlines the potential 





Certainly,  future  screening  strategies aiming  for  the  identification of  cellular applicable 
small  molecule  inhibitors  would  benefit  from  insights  of  this  study.  In  particular,  a 
secondary  cellular  screen  should  be  carried  out  at  an  early  time  point.  If  no  cellular 
screening  assay might be  available,  the buffer  conditions  could be  optimized  to mimic 
cytosolic conditions for cytosolic proteins. This is due to the fact that early focus towards 
intracellular application is essential. The compound activity in cells can be hampered on 
several  levels.  First,  not  all  compounds  are  cell  permeable.[322‐325]  Second,  there  are 
compounds that are not specific enough on cellular level.[325‐327] Third, as observed in this 
work (Section 3.3.3 and 3.5), there are compounds that are inactive under conditions that 
differ  from  the  system  they  were  identified  in.  For  inhibitors  with  the  final  goal  of 
intracellular  application  a  direct  cellular  screening  or  an  intracellular  second  screen 
should  be  very  useful.[328]  Thereby,  all  compounds with  solubility  problems  as well  as 
other  disadvantageous  features  (e.g.  limited  cell  permeability  or  toxicity)  would  be 
excluded.[328] To investigate the intracellular applicability early on, a suitable cellular assay 
is  required  to  be  used  as  secondary  screen  and  follow  up  strategy  to  detect  the 
compounds  potency  for  in  vivo  application. Although  this  idea might  be  challenging, 
because it requires two stable, reliable assays instead of one, future screening projects will 
surely  benefit  from  this  stringency.  An  example  for  a  successful  application  of  this 
proceeding can be found in the screening for Ras inhibitors resulting in the identification 
of  Sulindac  derivatives.[203] Although  the  compounds  targeting  the  Ras‐Raf  interaction 















the DMSO  freezes,  the  compound  concentration  in  the  remaining  liquid part  increases 
while the temperature is low. This favours crystallization ergo precipitation. Freeze‐thaw 
cycles  should  be  reduced  to  a  minimum  as  they  in  the  long‐term  favour  loss  of 
compound.[331] Moreover, lowering the library compounds stock concentration was shown 
to  prevent  compound  precipitation:  Compound  storage  at  1 mM  in  DMSO  at  ‐70 °C 
allowed stable compound storage over years.[332] In addition, a mixture of DMSO, Glycerol 
and  water  (45:45:10)  instead  of  using  pure  DMSO  as  solvent  can  counteract 
precipitation.[332]  At  first  sight,  the  reduction  of  the  stock  concentration  has  the 
disadvantage of limiting the concentration of compound usable in the assay, e.g. to 20 μM 
for 2 % DMSO or 5 μM  for 0.5 % DMSO. However,  it has also been reported  that  lower 
compound concentrations in the screening (5 μM instead of 30 μM) will reduce the rate of 
false‐positive  promiscuous  inhibitors  dramatically  (from  19 %  to  1.4 %).[232]  Thus,  low 
concentration  storage  and  usage  of  compounds  provides  more  benefits  than 
disadvantages. 
Careful composition of  libraries  instead of merely  increasing  the amount of compounds 
has  been  suggested  to  the  scientific  community.[28,  271]  The  use  of  a  focused  library  in 
comparison  to  a diversity‐oriented  library  can  only  be useful  if parental  structures  are 
available  that  are  the  basis  of  the  focused  library.[181]  However,  since  for  most  GEF 
proteins no inhibitory structures are available for these targets the use of focused libraries 
is  impossible. Molecules  that belong  to  the group  of  “privileged  scaffolds”,  i.e.  several 
molecules with distinct  biological  targets  sharing  the  same  scaffold, were  suggested  to 
increase  the  quality  of  the  compound  collection.[333] These molecules  are  often  inspired 
from  natural  substances.[333]  Admittedly,  restricting  the  library  to  privileged  scaffolds 
bears the risk that no compound will be identified. Since protein‐protein interfaces differ 
to a great extent, except when considering close homologues,  this risk  is especially high 
for  these kinds of  targets.[334]  In  summary,  the  library and  the  storage  conditions of  the 















Therefore,  it would  be  of  immense  interest  to  elucidate  the  differences  between  these 
closely related GEFs  in GTPase activation and biological effects. However, GEFs  for  the 
same GTPase often share the same catalytic domain structure (e.g. the Rab5 GEFs contain 
a Vps9 domain) and  therefore  it  is difficult  to  target  them  specifically.[79] Moreover,  the 
interfaces  between  small  GTPases  and  GEFs  are  usually  very  large [7]  and  thus  it  is 
challenging to disturb these interactions by small molecules.[317, 334] Nevertheless, a toolbox 
of specific  inhibitors  for several Rab5GEFs, e.g. Rabex‐5, would boost  the unravelling of 
the  complex  interaction  networks  around  Rab5.  The  application  of  these  specific,  cell 
applicable compounds would facilitate the understanding of the  interplay of these GEFs 
and their exact functions in the regulation of Rab5. 
Therefore,  the  challenging  aim  of  the  identification  and  characterization  of  Rabex‐5 
inhibitory  molecules  was  approached  and  partly  achieved  during  this  work.  The 
screening  for  small molecule  inhibitors  targeting  the Rabex‐5  nucleotide  exchange was 
successfully performed by  the use of an  in vitro assay  (Section 3.1 and 3.2). Thorough  in 
vitro  characterisation  was  performed  for  two  molecules  of  which  the  compound  JH5 
showed excellent activity and specificity (Section 3.3). Albeit the differences between the 
catalytic mechanisms of distinct GEFs  are  relatively  small,  it was possible  to  identify  a 
small molecule  that  can  selectively  inhibit Rabex‐5 but not Cytohesin‐2, DrrA or Vav‐1 




mechanism  that  involved one or more  cysteine  residues of  the GEF domain of Rabex‐5 





use  to  in  vivo  application was  found  to  be  challenging  (Sections 3.3.3  and  3.5).  Small 
molecules are generally  thought  to be easy applicable  in cellular environments.[175,  180,  185] 
Nevertheless,  there are  several examples of  small molecules not matching  these  criteria 
and  JH5 was  found among  them.[322‐325] Careful composition of  libraries as well as early 
investigation  of  cellular  applicability  in  the  compound  characterization  process might 
circumvent this challenge in future screening approaches.  
Being the first inhibitor of the nucleotide exchange of Rab5‐Rabex‐5, the discovery of JH5 




inhibitors. Although  JH5  is  unlikely  to  be  suitable  for  intracellular  application,  it  is  a 
promising lead compound due to its excellent specificity (Section 3.3.2).  
The synthesis of additional JH5 derivatives will deepen the understanding of the structure 
activity  relationship  of  JH5  and might  comprise  a molecule with  improved  activity  in 
reducing environment. In addition, these findings should provide further insights into the 
mode  of  action  and  give  invaluable  information  for  in  silico  approaches.  The  use  of 
additional  Rabex‐5GEF  mutants,  improved  mass  spectrometry  measurements,  activity‐





molecules without  the problematic sensitivity  towards  reducing conditions.  In  fact,  it  is 




the  spatial  and  temporal  regulation  of  the  Rabex‐5  activity  in  Rab5  microdomain 
assembly,  Rab5  localization  and  membrane  receptor  signal  integration.  Also,  the 
suggested role of Rabex‐5 in early‐to‐late endosome transition could be explored. Finally, 













































































































































































































































Plasmid  Cloning sites  Resistance  Tag  Insert [original description of plasmid] 
pET19mod  NdeI 
XhoI  Amp  6xHis  DrrA [DrrA, aa340‐533] 
pGEX‐5X‐3  SalI  
NotI  Amp  GST  R5BD739‐862 [Rabaptin‐5, human, aa739‐862] 
pGEX‐5X‐3  SalI  
NotI  Amp  GST  R5BD789‐862 [Rabaptin‐5, human, aa789‐862] 
pET15b  NdeI 














XhoI  Amp  GST  Rabaptin‐5 [Rabaptin‐5, human, FL] 
pDL2  BamHI 























































































































































Antibody target  Species  dilution  Manufacturer, location, country (product number) 
EGFR‐CT  abbit  1:500  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA (sc‐03) 






Rab5a, D11  mouse  1:1000  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA (sc‐
46692) 
Rab5a, S19  rabbit  1:500  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA (sc‐309) 
Rabex‐5  mouse  1:1000  BD Biosciences, San Jose, CA, USA (612558) 





































































Cell line  Description  Culture medium Supplier, location, country
Hek293  Human embryonic kidney cell 
line  DMEM + 10 % FCS  ATCC, Manassas, VA, USA 
HeLa  Human cervical cancer cell line  RPMI + 10 % FCS  ATCC, Manassas, VA, USA 

















The  purity  of  the  compounds  was  analysed  by  HPLC  on  an  Agilent  1100  with  an 
analytical  C18  Zorbax  reverse  phase  column  (4.6 x 150 mm)  using  gradient  conditions 
according to Table 10. Compounds and impurities were detected by absorption at 254 nm. 













the  small  molecules  was  detected  on  a  Bruker  Esquire  HCT  spectrometer  with 

















The  solubility  of  the  compounds  was  determined  by  absorption  measurements.  The 
wavelength  of maximal  absorption  of  the  compound  of  interest was  identified  via  an 
absorption scan using the NanoQuant plate reader. A serial dilution of the compound was 
prepared  in  the buffer/solvent of  interest  and absorption was detected.[336] The  samples 
were incubated at the temperature and indicated times. The samples were centrifuged for 
15 minutesat  20.000 g  and  the  supernatant was  transferred  to  a  fresh  tube. Again,  the 
absorption  of  the  supernatant  was  determined  and  plotted  against  the  compound 









reactions were performed  in a PCR‐thermocycler according to the protocol  illustrated  in 
Table 12 and Table 13. 
Aliquots  (5 μL) were  taken and visualized on agarose gels  (Section 7.3.2)  to monitor  the 
amplification. The negative control without template served for control of contamination 









Reagent  Volume  Stock Final concentration
Ultra Pfu reaction buffer  5 μL  10 x  1 x 
dNTPs  0.2 μL (0.5 μL)  25 mM  100 μM (250 μM) 
Primer 3’  0.5 μL  100 μM  1 μM 
Primer 5’  0.5 μL  100 μM  1 μM 
Template  x μL    e.g. 60 ng Rabaptin‐5 cDNA 
Pfu Ultra  0.25 μL (1 μL)  2.5 u/μL  0.63 u (2.5 u) 











described  in  the  Current  Protocols  in Molecular  Biology.[338]  The  procedure  was  slightly 
adapted  from  the  original  protocol.  For  visualization  under  UV  light,  the  gels  were 
stained  by  ethidium  bromide,  a  nucleic  acid  intercalating  dye.  The  percentage  of  the 
agarose  gel was  adjusted  between  1  and  2.5 %  (w/v)  depending  on  the  length  of  the 
nucleic  acid  of  interest.  The  agarose was melted  in  0.5 x  TBE  buffer  by  heating  in  the 



























DNA  fragments  can  be  inserted  into  the  plasmid  vector  of  choice  by  generation  of 
appropriate sticky ends. Therefore, the PCR product for the insert had to be treated with 
the same restriction enzymes as  the plasmids. For plasmid and  insert digestion, 1 ‐ 3 μg 
DNA  were  incubated  in  the  enzyme  specific  1 x  buffer  (supplied  by  enzyme 
manufacturer) with 100 μg/mL BSA and 10 ‐ 30 u of each of the restriction enzymes. The 









The  linearized  plasmid  and  the  digested  insert  were  ligated  with  T4  DNA  ligase. 
50 ‐ 125 fmoles  plasmid  DNA  were  mixed  with  the  insert  DNA  in  different 
plasmid / insert ratios  (1:2, 1:3)  in 1 x T4 DNA Ligase buffer according  to manufactures’ 
instructions.  1 μL  of  T4 DNA  ligase  (20 u/μL) was  added  to  a  reaction  of  40 μL  total 




The  QuikChange  (Stratagene)  technique  was  used  for  site‐directed  mutagenesis  and 
performed according to manufacturers’ protocol. The reaction was mixed as indicated in 
Table  14  and  incubated  in  a  thermocycler  according  to Table 15.  Subsequently,  1 μL  of 
DpnI (10 u/μL) endonuclease, which specifically targets methylated and hemimethylated 
DNA, was added  to  the  reaction  to digest  the parental DNA  template. XL10 gold E.coli 
cells were transformed with the endonuclease treated reaction (Section 7.3.6.1). 
Table 14   Reaction scheme for the QuikChange reaction. 
Reagent  Volume Stock Final concentration
Reaction buffer   5 μL  10 x  1 x 
DNA template      20 ng 
5’ primer  1.1 μL  10 μM  0.22 μM (=125 ng) 
3’ primer  1.1 μL  10 μM  0.22 μM (=125 ng) 
dNTP mix  1 μL     
Pfu Turbo DNA Polymerase   1 μL  2.5 u/μL  2.5 u 






Step  Temperature Time Repeats 









they were  incubated  for  30 minutes on  ice. The heat  shock was performed  at  42 °C  for 
45 seconds and  the cells were placed back on  ice  for  two minutes. 500 μL SOC medium 
were added and the cells were incubated for 90 minutes at 37 °C shaking in an Eppendorf‐


















the  cells were  immediately  placed  back  on  ice  for  2 minutes.  400 μL LB‐medium were 









Plasmids were prepped  from bacteria by  the use of  the NucleoSpin® Plasmid Kit  (5 mL 
culture  volume)  or  NucleoBond®  Xtra  Midi/Maxi  Kits  (larger  culture  volumes). 
Therefore, the cultivated E.coli were harvested by centrifugation at 4 °C and 4,500 g. Lysis, 





at  260 nm  (Abs [260 nm]).  For  the  determination  of  the  absorption  an  UV‐









(Section 7.3.7) and  the DNA  concentration was measured  (Section 7.3.8). After  choosing 
the appropriate primer  (Section 7.1.5.3)  the samples were sent  to  the GATC biotech AG 




E.coli  bacteria  were  cultivated  in  LB‐medium  as  described  in  the  Current  Protocols  in 
Molecular  Biology with  the  appropriate  antibiotics  at  37 °C  in  a  shaking  incubator with 



























For  the biosynthesis of proteins  the E.coli strain BL21‐CodonPlus®  (DE3)‐RIL was used. 
This strain has the advantage of supplying additional copies of specific tRNA genes that 
are  rare  in  E.  coli  (arginine,  isoleucine,  and  leucine)  and  thereby  enhance  the  level  of 
protein  expression.  100 μL  cells were  thawed  on  ice, mixed with  1 μL  plasmid  DNA 









carried  out.  For most  of  the  plasmids  used  in  this  study  the  gene  expression  can  be 
induced with IPTG. IPTG releases the lac repressor from the lac operon so that the genes 
under the  lac promoter can be expressed. It has the advantage over the natural  inductor 
lactose  that  it cannot be metabolized by  the bacteria and  is  therefore kept at a constant 
concentration.  AHT  can  be  used  for  induction  of  tet‐promoter  controlled  protein 












Construct  Temperature Induction time Induction (OD600 ≠ 0.4 ‐ 0.5) 
pET19mod‐DrrA  20°C  5 hrs  IPTG, 0.2 mM  
pGEX‐5X‐3‐R5BD739‐862  27°C  o/n  IPTG, 1 mM (OD600 = 0.8) 
pGEX‐5X‐3‐R5BD789‐862  27°C  o/n  IPTG, 1 mM (OD600 = 0.8) 
pET15b‐Rab5a17‐184  27°C  o/n  IPTG, 1 mM 
pDL2‐Rab5c  20°C  16 hrs  IPTG, 0.05 mM 
pASK‐IBA‐45plus‐Rabaptin‐5   21°C  o/n   AHT, 600 ng/ml 
pGEX‐5X‐3‐Rabaptin‐5  37°C  5 hrs  IPTG, 0.1 mM 




The  cultivated  bacteria  were  harvested  by  centrifugation  at  8000 g  and  4 °C  for 




so,  the  frozen  cell  pellet  was  resuspended  in  lysis  buffer  by  vortexing  until  it  was 
completely dissolved. The  cell  solution was  sucked  into  the French Press  chamber  and 































Affinity  chromatography  was  used  for  the  separation  of  fusion  proteins  carrying  an 
affinity tag from all proteins not containing the affinity tag. The His‐tag contains six or ten 
histidine amino acids and binds Ni NTA resin by complexing nickel ions immobilized on 
the matrix  beads.[340] Glutathione  S‐transferase  (GST)  is  a  small  protein  that  preferably 
binds to glutathione and was the second type of affinity tag used in this study.[341] Elution 












48,000 g  GST  2 hrs, 4 °C  / 
pGEX‐5X‐3‐R5BD789‐862  15 min 

























The  protein  supernatant  of  a  2 L ‐ culture  was  incubated  for  one  hour  at  4 °C  under 
agitation with 5 mL Ni‐NTA  resin  in a head‐top‐tumbler. Subsequently,  the beads were 
transferred  to a disposable column, and  the supernatant was removed with a peristaltic 
pump. The  flow‐through  (containing  all unbound protein) was  collected  as well  as  the 
wash  fraction  (at  least 100  times of  the bead volume). For  elution, one  column volume 
elution buffer was mixed with the beads by adding the buffer, closing the column with a 
































1.33 mL of  the Glutathione  Sepharose  4B  75 %  slurry were prepared  for purification of 
protein supernatant of a 1 L culture by transferring to a falcon tube and sedimentation via 
centrifugation  at  500 g  for  5 min.  The  supernatant  was  carefully  decanted  and  the 
sepharose was washed by addition of 10 mL cold GST‐bead preparation buffer. Addition 
of 2 mL cold GST‐bead preparation buffer resulted in a 50 % slurry (the 50 % slurry may 
be  stored  at  4 °C  for  up  to  one month).  The  50 %  slurry was mixed with  the  protein 
supernatant  and  incubated  in  the  overhead  tumbler  o/n  at  4 °C.  The  beads  were 
transferred to a disposable column  in  the cold room and  liquid was allowed  to pass  the 
column by  gravity  flow. The  sepharose  column was washed with  30 times  the  column 








































Proteins  can  be  separated  according  to  their  size  by  gel  filtration.  The  porous  column 
material allows small molecules to enter the holes. In conclusion, they need more time to 
pass  through  the  material  and  leave  the  column  later  than  larger  molecules.  A 
































was used. For use of FPLC desalting columns,  the protein solution was  loaded onto  the 
equilibrated desalting  column  and  eluted with desired  buffer.  For dialysis,  the protein 














During  the  concentration process,  the  samples were mixed by  inverting  the  tube  every 




The  concentration of protein  solutions  can be  calculated  from  the absorption at 280 nm 
using  the  law  of  Lambert‐Beer  (Section 7.3.8).  For  absorption  measurements  the 
photometer or  the NanoQuant plate  reader were used. As blank  the  appropriate buffer 
was used. 
7.5.3.2 Bradford assay 








with 2 μL of  the protein  in a 96‐well plate. Subsequently,  the absorbance at 595 nm was 
measured  (Varioskan  or  EnSpire  plate  reader).  For  the  determination  of  the  protein 
concentration  in  lysates,  these were pre‐diluted 1:10. For quantification, a BSA standard 
was  used  (167 μg/mL – 3 mg/mL)  and  the  standard  curve was  fitted  using  a  quadratic 
polynomial equation. 
7.5.3.3 Precision Red™ Advanced Protein Assay 
For determination of  the protein concentration 5 μL  lysate  (in general 1:4 diluted) were 
mixed with 295 μL of the precision red reagent in a 96 well plate. The plate was read out 







used  to  denaturate  the  proteins  and  charge  them  negatively.  The  negative  charge 
corresponds  to  the protein  length which allows separation dependent on  the size of  the 
protein. The gel consists of a stacking gel on top of a separating gel.  
The percentage of  the  separating gel was  adjusted between  6 %  and  15 %  according  to 
molecular weight of the proteins. The gel mixture was prepared from appropriate amount 
of stock solutions  (Table 18). Then,  the polymerization was  initiated by addition of APS 
and TEMED. The  solution was  cast  between  two  glass plates held  apart  by  spacers  of 
0.75 or 1 mm  thickness. A  thin  layer of  isopropanol was added  to smooth  the  top of  the 
separating gel. The  stacking gel was  cast after  the polymerisation of  the  separating gel 
was  complete. A  comb was  inserted  to  create wells  for  sample  loading. After  complete 
polymerization,  the  comb was  removed  and  the  gel was placed  in  a  running  chamber 
filled with cold 1 x Laemmli running buffer. 
The  protein  samples  were  mixed  with  SDS‐loading  buffer  and  heated  to  95 °C  for 
5 minutes. They were  loaded onto  the gel and a protein marker  (3 μL) was used as size 
reference. The gel was  run  at  150 ‐ 200 V until  the bromophenol blue  from  the  loading 
buffer reached  the bottom of  the gel. The gel was removed  from glass plates and either 
























































1 gel  Separating gel  stacking gel  4% 6 %  7.5 % 8 %  10% 12.5 % 15 % 
Acrylamide mix (30 %)  1000 μL  1250 μL  1333 μL  1667 μL  2083 μL  2500 μL  213 μL 





2 gels  Separating gel stacking gel  4% 6 %  7.5 %  8 %   10%  12.5 %  15 % 
Acrylamide mix (30 %)  2000 μL  2500 μL  2667 μL  3333 μL  4167 μL  5000 μL  427 μL 






gel  4% 6 %  7.5 %  8 %   10%  12.5 %  15 % 
Acrylamide mix (30 %)  4000 μL  5000 μL  5333 μL  6667 μL  8333 μL  10000 μL  853 μL 












The  gels  were  stained  in  Coomassie  solution  for  about  30 minutes  under  agitation. 
Subsequently,  the gel was  rinsed and  incubated  in destaining  solution until  the protein 
bands became distinct. A paper towel added to the destaining solution helped to remove 























The  tryptophan  fluorescence of  the GTPase  that  changes upon GTP binding  is used  as 
readout. 
7.6.1.1 Rab5‐Rabex‐5GEF nucleotide exchange assay 
Rabex‐5GEF  can  catalyse  the nucleotide exchange on  the GTPases Rab5a and Rab5c. The 
assay was performed as described before with slight modifications in buffer and readout 
for  the  screening assay.[136] The Rabex‐5 nucleotide  exchange buffer  (5 x) was prepared, 





compounds were  added  in DMSO  to  a  final  concentration of  2 % DMSO. Proteins  and 
compounds / DMSO were incubated for 5 minutes at RT before starting the measurement 
by  injection  of  GppNHp  (100 μM  final  concentration  (f.c.)).  GppNHp  was  used  as 
nucleotide  because  it  cannot  be  hydrolysed  by  the GTPase.  The  reaction  is measured 
using  the Varioskan plate reader at 290 nm excitation and 340 nm emission wavelengths. 
The slit width was 12 nm. 
DMSO  is  hygroscopic  and  absorbs water  if  not  stored  properly.  In  the  context  of  the 
nucleotide exchange assay  this was  important because  the presence of DMSO decreased 
the  exchange  rate  and  thus  exact  reproducible  amounts  of  DMSO  were  required.  To 
ensure  the  purity,  anhydrous DMSO  (analytical  grade, Acros Organics,  Belgium) was 











x buffer  1 μM  20 μL     
Compound in 
DMSO (100 %)  2 % DMSO  1 μL     
Rabex‐5GEF (50 nM) 
in water  20 nM  20 μL     
      5 min incubation at RT 
Mix reaction manually   





in water  100 μM  10 μL  Injection by dispenser   













The  GEF  Cytohesin‐2  can  catalyse  the  nucleotide  exchange  on  the  GTPase  Arf1.  To 
increase the measurement window the GTPase was pre‐loaded with GDP. The assay was 
















PBS (1 x)  1 x  1346.7 μL   
17Arf1 (471 μM)  7.15 μM  22.8 μL   
EDTA, pH 8 (500 mM)  2 mM  6.0 μL   
GDP (1000 μM)  80 μM  120.0 μL   
      Incubate 15 min at 37 °C (10 % shaking in GFL‐
thermomixer) 
MgCl2 (1000 mM)  3 mM  4.5 μL   
      Incubate 5 min at 37 °C (10 % shaking in GFL‐
thermomixer) 






concentration  Volume  Protocol step (plate reader)  Wavelength 
PBS, 3 mM MgCl2    89 μL     
Compound in 
DMSO (100 %)  0.5 % DMSO  1 μL     
Cytohesin‐2 (72 nM)  14.4 nM  40 μL     
Arf‐Mix, preloaded 
(7.15 μM)  1.8 μM  50 μL     




GTP (500 μM)  100 μM  20 μL     











DMSO  final)  in a  total volume of 40 μL. After 5 minutes  incubation at RT  the exchange 
reaction  was  initiated  by  addition  of  10 μL  BodipyGDP  (2.5 μM,  Jena  Biosciences, 












concentration  Volume  Protocol step (plate reader)  Wavelength 
Rab1 (125 nM) in 2.5 x 
buffer  50 nM  20 μL     
Compound / DMSO 
(50 %)  1 % DMSO  1 μL     
DrrA (125 μM) in 
water  50 μM  20 μL     
      5 min incubation at RT    





water  0.5 μM  10 μL  Injection by dispenser   






This  exchange process  is  catalysed  by  the GEF protein Vav1. The protocol was  kindly 
provided by Björn Niebel and had been adapted  from Niebel, 2011.[260] Vav1 was used at 
150 nM  and  Rac1  at  5 μM.  The  final  buffer  was  1 x  PBS,  1 mM  MgCl2  and  0.001 % 
Tween20. The compounds were added  in DMSO  to a  final concentration of 1 % DMSO. 
The proteins and compounds / DMSO were incubated for 10 minutes at RT before starting 
the measurement  by  injection  of  BodipyGDP  (50 nM  f.c.).  The  reaction was measured 
using  the Varioskan plate reader at 500 nm excitation and 520 nm emission wavelengths. 
The  exchange  reaction was  analysed  by  fitting  the  kinetic with  the One  Phase Decay 






concentration  Volume  Protocol step (plate reader)  Wavelength 
Rac1 (5 μM) in 
1.25 x buffer  1 μM Rac1  20 μL     
Compound in 
DMSO (50 %)  1 % DMSO  1 μL     
Vav1 (375 nM) in 
1.25 x buffer  150 nM  20 μL     
      10 min incubation at RT   
      Shake 10 s (Varioskan)   



















of  the  nucleotide  exchange.  The  same  reaction  buffer  was  used  as  in  Section 7.6.1.1. 
Proteins  and  compounds  were  mixed  according  to  Table 25.  Proteins  and 
compounds / DMSO  were  incubated  for  5 minutes  at  RT  before  adding  GTP35S.  The 
reaction was further incubated for 5 minutes at RT. Then, loading buffer was added and 
samples were  transferred  to  a  15 %  native  PAA‐gel.  The  PAA  gel was  prepared with 
slight modifications in the Tris buffer compared to the suggested procedure from Current 
Protocols in Molecular Biology.[347] The gel was run for 7 hours at 15 mA and 50 V in an ice 
bath.  The  gel was  removed  from  the  glass  plates  and wrapped  in  saran wrap.  It was 
incubated with a phosphorimaging  screen  for detection o/n before  the phosphorimager 
readout and data analysis with the Aida‐Software. The radioactive intensity signals were 












































biomolecules,  the  movement  of  molecules  within  an  optically  generated  temperature 
gradient  is  used  to  analyse  binding  events.[238]  The  thermophoretic  movement  is 
dependent  on  the  hydration  shell,  charge  and  size  of  the  molecules.[238]  Interactions 
generally alter size, stability or conformation of  the molecules  leading  to changes  in  the 
hydration shell and  thus  in  the  thermophoretic movement. The  temperature gradient  is 
induced by an  IR‐Laser which  is  strongly absorbed by water  causing movement of  the 
molecules.[348]  The  thermophoretic  movement  and  its  changes  are  detected  by  the 
fluorescence signal of one interaction partner while the other ligand is unlabelled. Ideally, 
the  fluorescent  interaction  partner  is  kept  at  a  constant  concentration  while  the 
concentration of the unlabelled interaction partner is varied.  
7.7.1.2 Labelling of proteins with fluorescent groups 
As  fluorescent  dyes  for  the  labelling  of  proteins,  Fluorescein‐NHS‐ester,  Fluorescein 








compound  of  interest.  The  samples  were  filled  into  capillaries  and  incubated  for 
5 minutes  in  the Monolith NT.115 MST  instrument before  starting  the  capillary  scan  to 
localize  the  capillaries  and  to  confirm  the  quality  of  the  samples.  Irregular  capillary 
features  indicated  that  the  protein  might  stick  to  the  capillary  wall  which  is 
disadvantageous. For  those  samples,  the assay preparation had  to be modified because 
this  irregularity  in  fluorescence  is  likely  to  produce  artefacts.  Immediately  after  the 
capillary scan,  the measurement was started with 50 % LED, 60 % Laser, 30 / 30 s Laser 
on / off.  As  buffer  the  1 x  Rabex‐5  activity  reaction  buffer  (Section 7.6.1.1)  was 
supplemented with 500 nM BSA. 
7.7.1.4 Data analysis 
Thermophoresis  (including  temperature  jump)  was  calculated  from  the  ratio  of  cold 
fluorescence (3 seconds interval) to hot fluorescence at the equilibrium (3 seconds interval, 
Figure 53A).  The  temperature  jump  was  calculated  from  fluorescence  ratios  hot 






















































































































































































































































acid  (TCA,  5 %  f.c.)  by  incubation  for  30 minutes  on  ice  with  subsequent  10 minutes 
centrifugation at 4 °C and 20,000 g. The pellet was resuspended in 1.5 M Tris, pH 9.2 and 




7.7.4.1.1 Preparation of samples for MALDI-TOF 
The protein (5 μM / 50 μM) was incubated with JH5 (100 μM) or DMSO as control in 1 x 
Rabex‐5  nucleotide  exchange  buffer  and  incubated  for  one  hour  at RT. To  remove  the 
majority  of  the  Tween20  from  the  buffer,  50 mg  Amberlite®  XAD®‐2  beads  were 
prepared for each sample by equilibration  in 2 x 500 μL methanol, 2 x 500 μL water and 
1 x 500  μL  Rabex‐5  nucleotide  exchange  buffer  (w/o  Tween20).  The  equilibration was 
obtained by incubation for 1 ‐ 3 minutes at RT and sedimentation at 1,000 g in a table‐top 












of  ‐Cyano‐4‐hydroxycinnamic  acid  (HCCA) matrix  and  spotted  onto  the  target. Data 
acquisition and analysis was performed by Marc Sylvester (Institute of Biochemistry and 
Molecular Biology (IBMB), University of Bonn). 
7.7.4.1.2 DACM labelling of the proteins 
To verify if a mass‐shift of the size of the compounds would be visible, the proteins were 
labelled  with  the  fluorescent  dye  N‐(7‐dimethylamino‐4‐methylcoumarin‐3‐yl))‐




The  proteins  were  supposed  to  be  purified  with  NAP  columns  from  excess  of  dye, 
however,  the DACM precipitated  and was  removed by  centrifugation. As  an  excess of 
DACM led to precipitation of the protein, the samples with the equimolar amount of dye 







5 μM  Rabex‐5GEF  were  incubated  with  200 μM  JH5  for  30  to  60 minutes  at  RT.  The 
nucleotide exchange assay was performed to confirm the successful  inhibition of Rabex‐
5GEF.  In  case  of  intended  alkylation,[350]  the  samples  (100 μL) were  incubated with  urea 
(48 mg)  and  Tris  buffer  (10 μL,  1 M,  pH 8.5)  for  10 minutes  at RT.  The  alkylation was 
performed with 3.6 % acrylamide final concentration for 2 hours at RT. The samples were 
purified with G25 columns and submitted to non‐reducing SDS‐PAGE. The samples were 




and  Rosenfeld  et  al.[351,  352]  100 mM  Ammonium  bicarbonate  (NH4HCO3)  solution  was 
freshly prepared and used  the same day. Protein samples were prepared by SDS‐PAGE 
(non‐reducing).  The  bands  of  interest  were  cut  from  the  gel  with  a  clean  blade  and 
transferred to a clean tube. The gel slices were crushed with a pipette tip and washed with 
50 % ACN (100 μL) for 1 minute. The supernatant was discarded and 100 % ACN (100 μL) 
was added and  the  samples were  incubated  for 5 minutes  to  shrink  the gel pieces. The 
supernatant was discarded followed by washing with 50 % ACN for about 5 minutes. In 
case of Coomassie residues, an optional washing step with 100 mM NH4HCO3 was added. 
The  gel pieces were  shrunken  completely with  50 ‐ 100 μL ACN  (100 %)  for  5 minutes. 
The  supernatant  was  discarded  and  the  gel  pieces  were  dried  for  10 minutes  in  the 
speedvac. 20 μL trypsin solution (20 ng/μL  in 50 mM NH4HCO3, 9 % ACN) were added. 
After gel had  taken up  the  trypsin  solution 50 μL NH4HCO3 were added. The  samples 
were incubated o/n at 37 °C. The supernatant was transferred to a fresh tube and dried in 
the  speedvac.  The  samples  were  stored  at  ‐20 °C  till  analysis.  Data  acquisition  and 





The  cells were  grown  at  37 °C  and  5 % CO2  and passaged  every  2 ‐ 3 days when  they 
reached a maximal confluency of 70 %  to 90 %.[353] Therefore,  the cells were  rinsed with 
PBS and detached from  the culture flask. All cells were detached by  the use of Trypsin‐
EDTA solution except for Hek293 cells which were treated with PBS + 5 mM EDTA. The 
cells were  incubated with  the detachment  solution  for  a  few minutes  at  37 °C  and  full 




















Step  Temperature  Time Repeats 









The cells were seeded  in an appropriate culture dish and  incubated  in standard culture 
medium with FCS o/n at 37 °C and 5 % CO2 (day 1). On the following day (day 2) the cells 
were  transfected  with  plasmid  DNA  and  metafectene  according  to  manufacturers’ 
protocol. In order to do so, the DNA resuspended in medium without FCS was added to 









culture size  Nucleic acid medium  for 
dilution  Transfection reagent 
Hek293  1.3 * 106  6 cm dish  Plasmid, 3.2 μg  DMEM, 200 μL  Metafectene, 9.6 μL 











indicated  time by adding  the growth  factor directly  to  the culture medium.[163] The cells 
were harvested immediately to the end of the desired stimulation time. 
 
Cell type  Number of cells seeded17 culture size Total volume 
HeLa  0.35 ‐ 0.7 * 106  6 cm dish  4 mL 
HeLa  0.72 ‐ 1.00 * 106  10 cm dish  12 mL 
Sk‐BR‐3  1.00 * 106  6 cm dish  4 mL 
7.8.5 Preparation of cell lysates 
7.8.5.1 Standard lysis for western blotting 
For  the preparation of  lysates  the cells were harvested by  scraping  in  ice  cold PBS and 
subsequently  transferred  to  a  pre‐chilled  tube.  The  cells  were  sedimented  by 
centrifugation  at  500 g  for  5 minutesin  a  cooled  centrifuge  (4 °C). The  supernatant was 
discarded and the pellet was resuspended in an appropriate amount of 1 x lysis buffer.[355] 
The cells were  incubated  for 20 minutes on  ice  followed by clarification of  the  lysate by 
centrifugation  for 20 minutes at 14,000 g and 4 °C. The supernatant was  transferred  to a 
new tube and the protein concentration was determined by Bradford analysis. The protein 
concentration  was  normalized  and  lysates  were  diluted  with  water  if  necessary.  The 

























and after cell  lysis. The  fast  lysis protocol  from  the GLISA assay  (Cytoskelton,  Inc) was 
used for effector pull‐down assays. At the time of harvest, cells were placed on ice and all 
media was aspirated. The cells were  immediately rinsed with an appropriate volume of 
ice‐cold  PBS  (e.g.  1 mL  for  a  6 cm  dish)  and  the  PBS was  thoroughly  aspirated while 
keeping the plates embedded in ice. An optimized volume (e.g. 130 μL for a 6 cm dish) of 
lysis  buffer  supplemented  with  protease  inhibitor  cocktail  (100 x  stock,  1 x  final 
concentration) was added. The cells were scraped off the culture dish while the dish was 
kept embedded  in  ice. The  lysate was  transferred  to a pre‐chilled  tube and  immediately 
centrifuged  in  a  cooled  (4 °C)  centrifuge  at  10,000 g  for  1 min.  The  supernatant  was 
transferred  to  a  fresh,  pre‐chilled  tube  and  snap  frozen.  Prior  to  freezing,  a  12 ‐ 20 μL 











(650 μM / 100 %  slurry) with  10  times  the  column  volume  (400 μL)  in Hepes  exchange 
buffer. For sedimentation before and after  the washing step  the beads were centrifuged 
for 5 minutesat 500 g. Resuspension of  the beads  in one column volume  (40 μL) yielded 
80 μL of 50 % slurry. 
The nucleotide  exchange  assay was  set up  according  to Table 28 using  the  1 x Rabex‐5 
nucleotide exchange buffer (Section 7.6.1.1) and incubated 5 minutesat RT before starting 
the reaction by addition of GppHNp. After 2 minutesthe reaction was stopped by placing 
all  samples  on  ice.  During  the  2 minutesreaction  time,  15 μL  samples  were  taken  as 
loading control and mixed directly with 5 μL 4 x SDS‐PAGE loading buffer. The stopped 















Rab5c (2.5 μM) in 2.5 x buffer  1 μM  0  40  0  40  40 
Rabex‐5 (e.g. 250 nM) in water  100 nM  0  0  40  40  40 
Compound in DMSO (100 %)  1 % DMSO  2  2  2  2  2 
Water    80  40  40  0  20 
0.5 mM GppNHp in water  100 μM  20  20  20  20  0 
 







lysate  per  sample was  either  directly  submitted  to  pull‐down  or  loaded  in  vitro with 
nucleotides (Table 29). The R5BD sepharose was  in general prepared as described above 


















Cell lysate      500 μg  500 μg 
EDTA (500 mM)  37.5 mM      10 μL 
Nucleotide (10 mM)  375 μM      5 μL 
Water      ad 
165 μL  ad 133 μL 
    Incubation 3 min at 30 °C     
MgCl2 (1 M)  194 mM      32 
    Incubation 1 min on ice     
Pull‐down  Beads 10 % slurry  
(3.25 nmoles R5BD)    55 μL  55 μL 
7.8.7 Immunoblotting 
For the detection, analysis and quantification of proteins in cell lysates immunoblots were 
performed.  The  protein  concentration  of  the  lysate  was  determined  using  either  the 






were  transferred  onto  a  nitrocellulose  membrane  by  either  semi‐dry  blotting  or  wet 
blotting  technique  as  described  below. After  blotting,  the membrane was  blocked  for 
either one hour at RT or o/n at 4 °C  in 5 % BSA or 5 % milk depending on  the optimal 
conditions for the desired antibody (Section 7.1.9.1). This was followed by incubation with 
the desired antibody dilution  (Section 7.1.9.1)  in  the  same blocking  reagent o/n  at  4 °C. 
The membranes were washed  three  times for about 5 minutes with TBST and  incubated 
roughly  one  hour  at  room  temperature with  the  secondary  antibodies  (Section 7.1.9.2). 
After washing  three  times with TBST  the blots were  either  read  out using  the Odyssey 
scanner or enhanced  chemiluminescence  (ECL)  reaction was performed  in  case of HRP‐
secondary antibodies. Therefore, each 500 μL of ECL reagent A and ECL reagent B were 
mixed and incubated on the blot for 2 minutes before monitoring the ECL signal with the 
VersaDoc  5000  CCD  camera.  The  protein  bands were  quantified  using  the QuantityOne 
software. 
7.8.7.1 Semi‐dry blotting 
To  transfer  the  proteins  from  the  SDS‐PAA  gel  onto  a  nitrocellulose  membrane  the 
technique  of  discontinuous  blotting  described  by  Kyhse‐Andersen [356]  was  used  with 
slight modifications in the buffer system. Therefore, the gel was stacked between different 
layers of blotting papers, equilibrated in the indicated buffer (Table 30). The transfer was 




































prepared  for one wet blot  tank.[357] The gel was equilibrated  in  cathode buffer:  for each 





The  blot  was  assembled  in  the  gel‐holder  while  being  completely  immersed  in  cold 
cathode buffer. The cathode side of the gel‐holder (black) was positioned on the bottom, 
upon  which  a  sponge,  one  piece  of  blotting  paper,  the  PAA  gel,  the  nitrocellulose 
membrane, the second piece of blotting paper, the second sponge, and the anode part of 
the  gel  holder  (red) were  pilled  (Table 30). During  the  assembly  all  air  bubbles were 
















6‐well  (day 1) on a 6‐well plate and  cultivated  for 24 hours. The  cells were  starved o/n 
with  0.1 %  FCS  and  treated  with  the  compounds  for  2 hours  (day 3)  prior  to  the 
transferrin treatment. They were washed once with 2 mL PBS and incubated with 300 μL 
transferrin  solution  (50 μg/mL  Alexa488‐Transferrin  in  PBS,  supplemented  with  the 
compound  at  desired  concentration  in  2 %  DMSO)  that  had  been  shortly  centrifuged 
before  use  to  remove  aggregates.  The  incubation  with  transferrin  was  performed  for 
30 minutes at either 37 °C or on  ice under agitation. After  the  incubation,  the cells were 
washed  three  times with  2 mL  PBS  (the  cells  incubated  at  4 °C  cells were  kept  on  ice 
during that step) and detached by addition of 0.5 mL Trypsin‐EDTA solution for several 
minutes  at 37 °C. The  reaction was  stopped by  addition of  2 mL RPMI + 10 % FCS  and 
cells were transferred to flow cytometry tubes for centrifugation.  
For  the  EGF  internalization  assay,  HeLa  cells  were  prepared  as  described  for  the 
transferrin assay. Sk‐BR‐3 cells were treated similarly, however, 400,000 cells were seeded 
per  6‐well.  After  compound  treatment,  the  cells  were  incubated  with  Alexa647‐EGF 
(100 ng/mL, supplemented with compound) for the indicated times at either 4 °C or 37 °C. 
The cells were washed once with cold RPMI  (1 mL),  twice with 2 mL acetic acid  (0.2 M, 
pH 4.5  titrated with acetic acid), and once with cold RPMI  (2 mL). They were detached 
with 0.5 mL Trypsin/EDTA at 37 °C. The  reaction was stopped with 1 mL RPMI + 10 % 






After  the  desired  treatment,  the  cells  were  collected  by  centrifugation  at  300 g  for 
5 minutes,  resuspended  in  200 μL PBS by pipetting  and vortexed  immediately prior  to 




























































































The DNA  sequence presented here was  the  result of sequencing and  includes  the  full  insert sequence. The 
Rab5c sequence contained two mutations in comparison to the sequence given in the NCBI data base (NCBI 














































T7-promotor    start    his-tag    BamHI    Rab5c    mutation  




























The DNA  sequence presented here was  the  result of sequencing and  includes  the  full  insert sequence. The 
Rab5c sequence contained two mutations in comparison to the sequence given in the NCBI data base (NCBI 
Reference  Sequence: NM_024456.4).The Ala64Val mutation was  removed by  site‐directed mutagenesis  and 














































T7-promotor    start    his-tag    BamHI    Rab5c    mutation  






































































































































































A1A4T0, A8K3R3, B3KMF1, B3KMM3, B3KN67, B3KT35, B3KTX2, B4DN44, 
B4DPG5, B4DW96, B4DZM7, B7Z310, E7EM96, E7EPJ1, E7ERJ8, E9PFK9, 
E9PNR2, F6V054, F8W9S7, H0YJ83, H3BM58, H3BQI2, H7BYE7, Q13671, 
Q14C86, Q3HKR1, Q59FL5, Q5CZ74, Q60I27, Q6NSK7, Q6ZRC2, Q6ZS11, 































































Murine      1 MAGRGGAARPNGPAAGNKICQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKGQFHEYQESTIGAAFLT 
Human       1 MAGRGGAARPNGPAAGNKICQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKGQFHEYQESTIGAAFLT 
              ************************************************************ 
murine     61 QTVCLDDTTVKFEIWDTAGQERYHSLAPMYYRGAQAAIVVYDITNTDTFARAKNWVKELQ 
Human      61 QTVCLDDTTVKFEIWDTAGQERYHSLAPMYYRGAQAAIVVYDITNTDTFARAKNWVKELQ 
              ************************************************************ 
murine    121 RQASPNIVIALAGNKADLASKRAVEFQEAQAYADDNSLLFMETSAKTAMNVNEIFMAIAK 
human     121 RQASPNIVIALAGNKADLASKRAVEFQEAQAYADDNSLLFMETSAKTAMNVNEIFMAIAK 
              ************************************************************ 
murine    181 KLPKNEPQNAAGAPGRTRGVDLQESNPASRSQCCSN 
human,    181 KLPKNEPQNATGAPGRNRGVDLQENNPASRSQCCSN 



































































































































































































































































































































measurement  window  and  accuracy.  Thus,  the  error  was  intended  to  be  very  small. 
Furthermore, it was of interest whether introduce changes in the procedure had negative 
impact  on  the  protein  activity. Hence,  conditions with  decreased  exchange  rate were 
excluded  from  further  optimization  steps.  Since  the  tests were  not  always  performed 






















The pipetting procedure with  the pipetting  robot  introduced air bubbles  that disturbed  the  readout of  the 
measurement.  Centrifugation  removed  the  air  bubbles.  A  comparison  with  and  without  centrifugation 




































The  activity  of  the  proteins  depends  on  the  incubation  time  of  the  proteins  in  the  assay  mix  before 
measurement. To enable the centrifugation step and to allow a smooth screening performance the incubation 









Several modes of mixing and  incubation  times were  compared.  [a] Best  results were obtained with gentle, 

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































at  of  the  Rab
F  in  grey  as 
mpound from
the group of l










































































































































































































































































































































































































C50  of  JH5  i
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Sequence  # PSMs  Protein Group Accessions  Modifications  MH+ [Da] 
DLSIEEQSECAQ  31  Rabex5  C10(Propionamide)  1422,60466 
DAQSLNLSQEDF  137  Rabex5     1366,61260 
DAQSLNLSQE  207  Rabex5     1104,51653 
DRYMSGQTSP  147  Rabex5     1141,49443 
DMVVKAIT  228  Rabex5  M2(Oxidation)  892,48027 
DMVVKAIT  127  Rabex5     876,48601 
GHHHHHHGSIET  2  Rabex5     1385,62029 
DRYMSGQTSP  53  Rabex5  M4(Oxidation)  1157,48931 
TDRVSKEFIE  21  Rabex5     1223,62663 
IYKQTKLFLE  34  Rabex5     1282,74065 
CAQDFYHNVAE  1  Rabex5     1296,53093 
FLKTFHKTGQE  13  Rabex5     1335,70427 
KLDAQSLNLSQE  28  Rabex5     1345,69524 
CAQDFYHNVAE  17  Rabex5  C1(Propionamide)  1367,56841 
DFDRYMSGQTSP  28  Rabex5     1403,59038 
DFDRYMSGQTSP  59  Rabex5  M6(Oxidation)  1419,58440 
VSDMVVKAITDIIE  15  Rabex5     1532,82195 






FIEFLKTFHKTGQE  4  Rabex5     1724,90091 
DIPEVSDMVVKAITDI
IE  16  Rabex5  M8(Oxidation)  2003,02312 
KLDAQSLNLSQEDFD
RYMSGQTSP  5  Rabex5     2730,27134 
KLDAQSLNLSQEDFD
RYMSGQTSP  18  Rabex5  M18(Oxidation)  2746,26267 
FIEFLKTFHKTGQEIY
KQTKLFLE  1  Rabex5     2988,61538 
IQYITR  26  Rabex5     793,45683 
HIFNAIK  800  Rabex5     842,48790 
IMDQIEK  548  Rabex5     876,44945 
WVTPQML  44  Rabex5  M6(Oxidation)  890,44505 
DKLACITK  56  Rabex5     891,49675 
IMDQIEK  252  Rabex5  M2(Oxidation)  892,44438 
EFIEFLK  228  Rabex5     925,50298 
SNIQYITR  16  Rabex5     994,53057 
LSQEDFDR  22  Rabex5     1009,45873 
PEVSDMVVK  4  Rabex5  M6(Oxidation)  1019,50707 
AITDIIEMD  32  Rabex5  M8(Oxidation)  1036,48540 
TDIIEMDSK  24  Rabex5     1051,49785 
TDIIEMDSK  48  Rabex5  M6(Oxidation)  1067,49297 
LVLLGESAVGK  24  Rab5c     1085,65471 
NLSQEDFDR  20  Rabex5     1123,49797 
IPEVSDMVVK  28  Rabex5  M7(Oxidation)  1132,59209 
LFLEGMHYK  228  Rabex5  M6(Oxidation)  1153,57134 
ITDIIEMDSK  18  Rabex5  M7(Oxidation)  1180,57182 




Sequence  # PSMs  Protein Group Accessions  Modifications  MH+ [Da] 
AITDIIEMDSK  512  Rabex5     1235,61870 
LQSNIQYITR  968  Rabex5     1235,67412 
VSKEFIEFLK  200  Rabex5     1239,69829 
VEKIMDQIEK  144  Rabex5  M5(Oxidation)  1248,65032 
AITDIIEMDSK  1476  Rabex5  M8(Oxidation)  1251,60991 
LFLEGMHYKR  128  Rabex5  M6(Oxidation)  1309,67436 
LMTGEDGYYFT  4  Rabex5  M2(Oxidation)  1312,54070 
SLNLSQEDFDR  18  Rabex5     1323,61772 
TFHKTGQEIYK  220  Rabex5     1351,69780 
AITDIIEMDSKR  164  Rabex5     1391,71794 
QASPNIVIALAGNK  12  Rab5c     1395,79485 
AITDIIEMDSKR  300  Rabex5  M8(Oxidation)  1407,71416 
LMTGEDGYYFTNL  24  Rabex5  M2(Oxidation)  1539,66655 
IMDQIEKYIMTR  172  Rabex5  M2(Oxidation); M10(Oxidation)  1572,77593 
TAMNVNEIFMAIAK  8  Rab5c  M3(Oxidation); M10(Oxidation)  1584,77617 
PPRLQSNIQYITR  4  Rabex5     1585,88028 
NEPASADDFLPTLIY  10  Rabex5     1665,80034 
LDAQSLNLSQEDFDR  152  Rabex5     1750,82353 
GNPPRLQSNIQYITR  216  Rabex5     1756,94529 
LSQEDFDRYMSGQTS
P  30  Rabex5  M10(Oxidation)  1876,80156 
GAQAAIVVYDITNTD
TFAR  12  Rab5c     2026,02481 
NEPASADDFLPTLIYI
VLK  156  Rabex5     2119,13138 
ITKNEPASADDFLPTL
IYIVLK  8  Rabex5     2461,35770 
DLSIEEQSECAQDFY
HNVAER  32  Rabex5     2483,07840 
DLSIEEQSECAQDFY
HNVAER  76  Rabex5  C10(Propionamide)  2554,11509 
LDAQSLNLSQEDFDR
YMSGQTSP  108  Rabex5     2602,16997 
LDAQSLNLSQEDFDR
YMSGQTSP  260  Rabex5  M17(Oxidation)  2618,16904 
NEPASADDFLPTLIYI
VLKGNPPR  4  Rabex5     2640,40042 
HIFNAIK  9  Rabex5  N4(Deamidated)  843,47197 
GKVPPERVEK  86  Rabex5     1138,65837 
TFHKTGQEIYKQTK  16  Rabex5     1708,90097 
GNPPRLQSNIQYITR  7  Rabex5  Q7(Deamidated)  1757,93058 











DLSIEEQSECAQ  15  Rabex5     1351,56951 
DLSIEEQSECAQ  12  Rabex5  Q7(Deamidated); 
C10(Carbamidomethyl)  1409,57390 
TSAKTAMNVNE  11  Rab5c     1165,55229 
AQAYADDNSLLFME  2  Rab5c  M13(Oxidation)  1603,69512 
IIEMDSK  4  Rabex5     835,42302 




Sequence  # PSMs  Protein Group Accessions  Modifications  MH+ [Da] 
WVTPQML  12  Rabex5     874,44884 
VPPERVEK  12  Rabex5     953,54198 
DKLACITK  24  Rabex5  C5(Propionamide)  962,53374 
LQSNIQYIT  12  Rabex5     1079,57305 
QSNIQYITR  34  Rabex5     1122,59087 
LFLEGMHYK  132  Rabex5     1137,57561 
SKEFIEFLK  2  Rabex5     1140,62993 
TGQEIYKQTK  4  Rabex5     1195,63602 
TDIIEMDSKR  6  Rabex5     1207,59990 
VEKIMDQIEK  52  Rabex5     1232,65573 
FHKTGQEIYK  2  Rabex5     1250,65079 
FDRYMSGQTSP  4  Rabex5  M5(Oxidation)  1304,55986 
EDIPEVSDMVVK  12  Rabex5  M9(Oxidation)  1376,66045 
IMDQIEKYIMTR  4  Rabex5     1540,78800 
IMDQIEKYIMTR  76  Rabex5  M2(Oxidation)  1556,78153 
LSQEDFDRYMSGQTS











TGQEIYK  20  Rabex5     838,43041 
AITDIIEMD  8  Rabex5     1020,49010 
KIMDQIEK  2  Rabex5  M3(Oxidation)  1020,53996 
IMDQIEKY  10  Rabex5  M2(Oxidation)  1055,50786 
ITDIIEMDSK  20  Rabex5     1164,58306 
TDIIEMDSKR  8  Rabex5  M6(Oxidation)  1223,59294 
DIPEVSDMVVK  6  Rabex5  M8(Oxidation)  1247,61418 
WVTPQMLCVPVNED
IPEVSDMVVK  16  Rabex5  C8(Propionamide)  2799,37809 
DSKRVPR  49  Rabex5     857,49523 
DLSIEEQSECAQ  2  Rabex5  C10(Propionamide); 
Q12(Deamidated)  1423,58843 
DMVVKAITDIIEM  1  Rabex5  M2(Oxidation); M13(Oxidation)  1509,75188 
TDRVSKE  56  Rabex5     834,43169 
EVSDMVVK  2  Rabex5     906,45964 
NIQYITR  6  Rabex5     907,50011 
FYHNVAER  2  Rabex5     1035,50420 
FLEGMHYK  4  Rabex5  M5(Oxidation)  1040,48662 
DLSIEEQSE  8  Rabex5     1049,46135 
IPEVSDMVVK  8  Rabex5     1116,59599 
NEPASADDFLPT  2  Rabex5     1276,56914 
FDRYMSGQTSP  6  Rabex5     1288,56267 
ITDIIEMDSKR  2  Rabex5  M7(Oxidation)  1336,67888 
EDIPEVSDMVVK  4  Rabex5     1360,66619 
LQSNIQYITRF  2  Rabex5     1382,74187 
LMTGEDGYYFTN  14  Rabex5     1410,58721 
LMTGEDGYYFTN  6  Rabex5  M2(Oxidation)  1426,58281 
NEDIPEVSDMVVK  6  Rabex5  M10(Oxidation)  1490,70427 
AQSLNLSQEDFDR  2  Rabex5     1522,71123 
LMTGEDGYYFTNL  4  Rabex5     1523,67302 




Sequence  # PSMs  Protein Group Accessions  Modifications  MH+ [Da] 
VNEDIPEVSDMVVK  4  Rabex5  M11(Oxidation)  1589,77251 
LDAQSLNLSQEDFD  6  Rabex5     1594,72600 
DAQSLNLSQEDFDR  4  Rabex5     1637,74394 
YVFCPETTDDEKK  36  Rabex5  C4(Propionamide)  1645,74040 
QEDFDRYMSGQTSP  4  Rabex5     1660,69084 
QEDFDRYMSGQTSP  6  Rabex5  M8(Oxidation)  1676,68682 
LDAQSLNLSQEDFDR
Y  4  Rabex5     1913,88921 
CVPVNEDIPEVSDMV






SP  12  Rabex5     1974,85002 
NLSQEDFDRYMSGQT
SP  12  Rabex5  M11(Oxidation)  1990,84563 
ITKNEPASADDFLPTL
IY  2  Rabex5     2008,01921 
SLNLSQEDFDRYMSG
QTSP  6  Rabex5     2174,96465 
SLNLSQEDFDRYMSG
QTSP  6  Rabex5  M13(Oxidation)  2190,95952 
WVTPQMLCVPVNED
IPEVSDMVVK  4  Rabex5  M6(Oxidation); M21(Oxidation)  2760,32480 
LDAQSLNLSQEDFDR
YMSGQTSP  1  Rabex5  N7(Deamidated)  2603,17051 
 
 Supporting table 19  Mass spectrometry of DMSO treated, digested Rabex‐5GEF. 
Sequence  # PSMs  Protein Group Accessions  Modifications  MH+ [Da] 
DAQSLNLSQEDF  48  Rabex5     1366,61260 
DAQSLNLSQE  56  Rabex5     1104,51702 
DLSIEEQSECAQ  12  Rabex5     1351,56890 
DLSIEEQSECAQ  9  Rabex5  C10(Propionamide)  1422,60649 
DRYMSGQTSP  40  Rabex5     1141,49419 
DMVVKAIT  32  Rabex5  M2(Oxidation)  892,48107 
DLSIEEQSECAQ  8  Rabex5  C10(Carbamidomethyl); 
Q12(Deamidated)  1409,57195 
DMVVKAIT  26  Rabex5     876,48607 
DLSIEEQSECAQ  14  Rabex5  C10(Propionamide); 
Q12(Deamidated)  1423,58940 
DRYMSGQTSP  42  Rabex5  M4(Oxidation)  1157,48967 
DDTTVKFEIW  3        1253,60344 
TSAKTAMNVNE  1  Rab5c     1165,55217 
IYKQTKLFLE  13  Rabex5     1282,73857 
KLDAQSLNLSQE  18  Rabex5     1345,69548 
CAQDFYHNVAE  8  Rabex5  C1(Propionamide)  1367,57012 
DFDRYMSGQTSP  11  Rabex5     1403,59050 
DFDRYMSGQTSP  45  Rabex5  M6(Oxidation)  1419,58440 
VSDMVVKAITDIIE  24  Rabex5  M4(Oxidation)  1548,81584 




Sequence  # PSMs  Protein Group Accessions  Modifications  MH+ [Da] 
KLDAQSLNLSQEDFD
RYMSGQTSP  12  Rabex5  M18(Oxidation)  2746,25992 
IQYITR  18  Rabex5     793,45708 
HIFNAIK  412  Rabex5     842,48833 
IMDQIEK  212  Rabex5     876,44945 
WVTPQML  14  Rabex5  M6(Oxidation)  890,44457 
DKLACITK  24  Rabex5     891,49681 
IMDQIEK  116  Rabex5  M2(Oxidation)  892,44432 
IEMDSKR  4  Rabex5  M3(Oxidation)  894,43553 
EFIEFLK  184  Rabex5     925,50334 
DKLACITK  20  Rabex5  C5(Propionamide)  962,53526 
AITDIIEMD  18  Rabex5  M8(Oxidation)  1036,48625 
DLSIEEQSE  16  Rabex5     1049,46294 
IMDQIEKY  12  Rabex5  M2(Oxidation)  1055,50786 
TDIIEMDSK  34  Rabex5  M6(Oxidation)  1067,49224 
LFLEGMHYK  188  Rabex5  M6(Oxidation)  1153,57134 
ITDIIEMDSK  28  Rabex5  M7(Oxidation)  1180,57744 
HIFNAIKITK  88  Rabex5     1184,71488 
AITDIIEMDSK  348  Rabex5     1235,61919 
LQSNIQYITR  408  Rabex5     1235,67388 
VSKEFIEFLK  180  Rabex5     1239,69853 
VEKIMDQIEK  124  Rabex5  M5(Oxidation)  1248,64946 
AITDIIEMDSK  1016  Rabex5  M8(Oxidation)  1251,61296 
LFLEGMHYKR  96  Rabex5  M6(Oxidation)  1309,67156 
TFHKTGQEIYK  140  Rabex5     1351,70036 
AITDIIEMDSKR  84  Rabex5     1391,71904 
QASPNIVIALAGNK  20  Rab5c     1395,79497 
AITDIIEMDSKR  412  Rabex5  M8(Oxidation)  1407,71489 
LMTGEDGYYFTNL  8  Rabex5  M2(Oxidation)  1539,66191 
IMDQIEKYIMTR  36  Rabex5  M10(Oxidation)  1556,77970 
IMDQIEKYIMTR  228  Rabex5  M2(Oxidation); M10(Oxidation)  1572,77605 
PPRLQSNIQYITR  6  Rabex5     1585,87845 
LDAQSLNLSQEDFDR  112  Rabex5     1750,82366 
GNPPRLQSNIQYITR  164  Rabex5     1756,94547 
LSQEDFDRYMSGQTS
P  22  Rabex5  M10(Oxidation)  1876,80193 
LDAQSLNLSQEDFDR
Y  28  Rabex5     1913,88567 
NEPASADDFLPTLIYI
VLK  108  Rabex5     2119,13120 
ITKNEPASADDFLPTL
IYIVLK  32  Rabex5     2461,36136 
DLSIEEQSECAQDFY
HNVAER  28  Rabex5     2483,08097 
DLSIEEQSECAQDFY
HNVAER  60  Rabex5  C10(Propionamide)  2554,11563 
LDAQSLNLSQEDFDR
YMSGQTSP  76  Rabex5     2602,17368 
LDAQSLNLSQEDFDR
YMSGQTSP  152  Rabex5  M17(Oxidation)  2618,16533 
NEPASADDFLPTLIYI
VLKGNPPR  16  Rabex5     2640,39988 
HIFNAIK  2  Rabex5  N4(Deamidated)  843,47209 




Sequence  # PSMs  Protein Group Accessions  Modifications  MH+ [Da] 
TFHKTGQEIYKQTK  14  Rabex5     1708,90134 












SNIQYITR  12  Rabex5     994,53282 
LSQEDFDR  4  Rabex5     1009,45897 
PEVSDMVVK  2  Rabex5  M6(Oxidation)  1019,50640 
LVLLGESAVGK  8  Rab5c     1085,65471 
QSNIQYITR  26  Rabex5     1122,58977 
NLSQEDFDR  10  Rabex5     1123,50115 
IPEVSDMVVK  12  Rabex5  M7(Oxidation)  1132,59233 
DIPEVSDMVVK  2  Rabex5  M8(Oxidation)  1247,61626 
FDRYMSGQTSP  2  Rabex5  M5(Oxidation)  1304,55791 
LMTGEDGYYFT  4  Rabex5  M2(Oxidation)  1312,53935 
SLNLSQEDFDR  4  Rabex5     1323,61504 
AQDFYHNVAER  2  Rabex5     1349,62424 
EDIPEVSDMVVK  2  Rabex5  M9(Oxidation)  1376,66191 
NEDIPEVSDMVVK  22  Rabex5  M10(Oxidation)  1490,70453 
TAMNVNEIFMAIAK  12  Rab5c  M3(Oxidation); M10(Oxidation)  1584,77703 
GAQAAIVVYDITNTD
TFAR  8  Rab5c     2026,02097 
AVEFQEAQAYADDN














TDRVSKE  24  Rabex5     834,43151 
TDRVSKEFIE  4  Rabex5     1223,62554 
GHHHHHHGSIE  1  Rabex5     1284,57048 
CAQDFYHNVAE  2  Rabex5     1296,53288 
FLKTFHKTGQE  12  Rabex5     1335,70317 
VSDMVVKAITDIIE  2  Rabex5     1532,82060 
QSECAQDFYHNVAE  2  Rabex5  C4(Propionamide)  1711,69805 
FIEFLKTFHKTGQE  4  Rabex5     1724,89690 
DIPEVSDMVVKAITDI
IE  5  Rabex5  M8(Oxidation)  2003,02104 
TGQEIYK  4  Rabex5     838,43059 
PPERVEK  4  Rabex5     854,47356 
LFLEGMH  4  Rabex5  M6(Oxidation)  862,41277 
WVTPQML  8  Rabex5     874,44890 
NIQYITR  2  Rabex5     907,49993 
VPPERVEK  8  Rabex5     953,54180 
LQSNIQYI  10  Rabex5     978,52629 
TDIIEMDSK  20  Rabex5     1051,49773 
PTLIYIVLK  2  Rabex5     1059,67974 




Sequence  # PSMs  Protein Group Accessions  Modifications  MH+ [Da] 
LFLEGMHYK  36  Rabex5     1137,57524 
ITDIIEMDSK  6  Rabex5     1164,58025 
NEPASADDFLPT  8  Rabex5     1276,56853 
EDIPEVSDMVVK  2  Rabex5     1360,66741 
FCPETTDDEKK  2  Rabex5  C2(Propionamide)  1383,61237 
QSLNLSQEDFDR  10  Rabex5     1451,67620 
NEDIPEVSDMVVK  22  Rabex5     1474,70945 
NEPASADDFLPTLI  2  Rabex5     1502,73454 
ITKNEPASADDFLPT  8  Rabex5     1618,79692 
QEDFDRYMSGQTSP  6  Rabex5  M8(Oxidation)  1676,68852 
SQEDFDRYMSGQTSP  6  Rabex5     1747,72234 
SQEDFDRYMSGQTSP  10  Rabex5  M9(Oxidation)  1763,71721 
NEPASADDFLPTLIYI  4  Rabex5     1778,88579 
LSQEDFDRYMSGQTS
P  10  Rabex5     1860,80754 
CVPVNEDIPEVSDMV






SP  10  Rabex5     1974,85002 
NLSQEDFDRYMSGQT
SP  10  Rabex5  M11(Oxidation)  1990,84331 
ITKNEPASADDFLPTL
IYI  2  Rabex5     2121,11211 
QSLNLSQEDFDRYMS
GQTSP  16  Rabex5     2303,02373 
QSLNLSQEDFDRYMS






# [a]  Modification [b]  Sequence Motif  Highest Peptide Confidence 
[c] 
DMSO, urea  DMSO  JH5, urea  JH5 
59  Propionamide  IEEQSEcAQDFYH  High  High  High  High 
59  Carbamidomethyl  IEEQSEcAQDFYH  High  High  High  High 
59  Trioxidation  IEEQSEcAQDFYH  n.d.  High  n.d.  n.d. 
103  Carbamidomethyl  LYKYVFcPETTDD  High  High  High  High 
103  Propionamide  LYKYVFcPETTDD  High  High  High  High 
103  Trioxidation  LYKYVFcPETTDD  n.d.  High  n.d.  High 
103  Oxidation  LYKYVFcPETTDD  n.d.  High  n.d  n.d. 
103  Dioxidation  LYKYVFcPETTDD  n.d.  High  n.d.  n.d. 
132  Carbamidomethyl  VTPQMLcVPVNED  High  High  High  High 
132  Propionamide  VTPQMLcVPVNED  High  High  High  High 
132  Oxidation  VTPQMLcVPVNED  n.d.  n.d.  n.d.  n.d. 
168  Carbamidomethyl  PRDKLAcITKCSK  High  High  High  High 
168  Propionamide  PRDKLAcITKCSK  High  High  High  High 
168  Dioxidation  PRDKLAcITKCSK  n.d.  High  n.d.  n.d. 
168  Trioxidation  PRDKLAcITKCSK  n.d.  High  n.d.  High 
172  Propionamide  LACITKcSKHIFN  High  High  High  High 
172  Carbamidomethyl  LACITKcSKHIFN  n.d.  High  High  High 
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